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RÉSUMÉ 
Depuis le milieu des années 1990, la population de perchaude (Perca jlavescens) du 
lac Saint-Pierre connaît une baisse importante de son abondance. Malgré des mesures 
restrictives réglementant la pêche (depuis 1997) et un moratoire (depuis 2012), la 
population de perchaude tend toujours à diminuer dû au faible taux de 
renouvellement des jeunes classes d ' âges (0 à 2 ans) . Une multitude de facteurs sont 
mis en cause ( e.g. exploitation de la ressource, mauvaise qualité de 1 'eau, 
détérioration des habitats de reproduction et de croissance, espèces exotiques 
envahissantes, etc.). La contamination de l'eau et les activités anthropiques 
représenteraient des facteurs dont l'importance aurait été sous-estimée. L'appmt en 
contaminants agricoles prédomine au lac Saint-Piene, en plus de la pollution 
résiduelle des grandes villes (Montréal et Laval) , des effluents des municipalités et 
des industries riveraines. Plusieurs de ces contaminants ont démontré une 
perturbation de 1 'homéostasie du système rédox et de la vitamine A (rétinoïdes) 
connue pour son rôle dans la croissance, la reproduction et le développement 
embryonnaire. 
Ce projet de recherche a été élaboré en 2013 afin d ' investiguer l'état de santé de 
diverses populations de perchaudes du fleuve Saint-Laurent exposées à un gradient de 
pression anthropique croissant d ' amont en aval: Lac Saint-François < Lac Saint-Louis 
< Lac Saint-Pierre. La morphométrie (taille, poids, circonférence et coefficient de 
Fulton), le système rédox (peroxydation des lipides, a-tocophérole et caroténoïdes) et 
les rétinoïdes ont été comparés entre ces trois lacs fluviaux, et ce, pour deux années 
d'échantillonnage consécutives (2013 et 2014). En 2013 , l'étude a été menée pour 
trois stades de développement: larves ( < 1 an) , juvéniles (l à 2 ans) et adultes c~ 3 
ans), alors qu ' en 2014, l' étude a été reconduite seulement pour les perchaudes 
adultes . L ' analyse des caroténoïdes, de l'a-tocophérol et des rétinoïdes hépatiques et 
plasmatiques a été effectuée en 2013 par chromatographie liquide à haute 
performance (CLHP), dont la méthode a été adaptée sur un système de 
chromatographie liquide à ultrahaute performance (CLUHP) pour 2014. La 
peroxydation des lipides a été mesurée par dosage des substances réagissant à l'acide 
thiobarbiturique (TBARS, thiobarbituric acid reactive susbtances). 
Les résultats obtenus pour les populations échantillonnées sont cohérents avec le 
gradient de contamination et de pression anthropique, où les perchaudes du lac Saint-
Piene se distinguent par une condition physiologique affaiblie. Le coefficient de 
xx 
Fulton évalué chez les perchaudes adultes est significativement plus faib le aux sites 
les plus perturbés, et ce, pour 2013 (Fc4;4G) = 7,66;p:::: 0,001) et 2014 (H(3; 10I ) = 20,33; 
p:::; 0,001) . En 2013 , nous avons observé une baisse des esters de déhydrorétinol chez 
les trois stades à l' étude: larves (H(3 ;? 1) = 17,78;p :::: O,OOl), juvéniles (H(4;35) = 20,47 ; 
p :::: 0,001) et adultes ( H c4;4S) = 22,08; p :::: 0,001 ). Un résultat similaire a été obtenu 
pour les adultes échantillonnées en 2014 (H(3; 102) = 45 ,97;p :::: 0,001), et ce, combiné à 
de fa ibles valeurs en déhydrorétinol hépatique (H(3; 10I ) = 37,76; p :::: 0,001) et 
plasmatique (H(3;s4) = 20,13 ; p:::; 0,001) suggérant une altération du métabolisme de la 
vitamine A chez la population du lac Saint-Pierre. Bien que le test des TBARS n' a 
pas pe1mis de statuer de l'état du système rédox, d'autres résultats suggèrent une 
augmentation du potentiel pro-oxydant chez les perchaudes du lac Saint-Pierre: en 
2013 , une baisse en lycopène observée chez les perchaudes juvéniles (H(4;36) = 13,16; 
p < 0,05) et adultes (Hc4;43) = 14,52; p < 0,01) ainsi que chez les adultes en 2014 
(H(3 ;100) = 43 ,89; p :::: 0,001) avec de faibles valeurs d ' a-tocophérol (H(3 ;103) = 22 ,06;p 
:::; 0,001). Selon les résultats obtenus (morphométrie et biomarqueurs biochimiques), 
les perchaudes du lac Saint-Piene présentent un état de santé préoccupant en 
comparaison aux perchaudes des autres sites. Cette étude a pennis d ' appo1ter des 
éléments complémentaires aux études réalisées jusqu 'à maintenant sur la perchaude 
du lac Saint-Pierre, ainsi que des outils de biosurveillance pour les autres populations 
de perchaude ou autres espèces de poisson du fleuve. 
Mots clés : a -tocophérol, caroténoïdes, vitamine A, stades de développement, 
écotoxicologie aquatique. 
INTRODUCTION 
Depuis le milieu des années 1990, l'effondrement de la population de perchaude 
(Perca jlavescens) au lac Saint-Pierre (LSP) persiste en dépit des nombreuses 
mesures restrictives et des divers plans de gestion visant au rétablissement de cette 
ressource halieutique (Magnan, 2002 ; Magnan et al. , 2008; Thibault, 2008). L'une 
des caractéristiques marquantes du déclin de la perchaude réside dans la faible 
abondance des jeunes classes d'âge (0-2 ans) particulièrement au sud du LSP (Mailhot 
et al., 2015). 
Bien que 1 'industrie de la pêche ait contribué au déclin de la perchaude, plusieurs 
facteurs sont également mis en cause: détérioration des habitats pour la reproduction 
et la croissance, apparition d'espèces exotiques (ex.: le gobie à taches noires et la 
tanche) , altération de la qualité des eaux et les changements climatiques (de la 
Chenelière et al. , 2014 ; Magnan et al. , sous presse). Selon le Compte-rendu de 
l'Atelier d'échanges sur l'intégrité écosystémique du lac Saint-Pierre (20 15), 
l'implication de certains paramètres spécifiques, notamment les pesticides, les 
contaminants émergents, les conditions hydroclimatiques, etc. , aurait été sous-estimée 
dans l'échec du recrutement de la perchaude. 
La qualité des masses d 'eau est un facteur important dans l' intégrité écosystémique 
du LSP, étant étroitement liée à 1 'apport en contaminants et en nutriments provenant 
des tributaires de part et d'autres du Chenal de navigation (Hudon et al., 2011 ; 
Hudon et Carignan, 2008). Les sources de contamination au nord du LSP sont 
caractérisées par la pollution résiduelle provenant de 1 'effluent de la ville de 
Montréal, des rejets des municipalités riveraines et des rivières adjacentes, telles que 
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la Rivière Maskinongé et du Loup, riches en apports agricoles (La Violette, 2004). 
Quant au sud du LSP, il est principalement caractérisé par des apports en 
contaminants agricoles dus à l'exploitation intensive des plaines inondables et aux 
effluents des bassins versants des rivières Richelieu, Yamaska et Saint-François 
(Hudon et al., 2011 ; La Violette, 2004 ; Richard et al., 2011 ). Des études récentes 
réalisées dans ces bassins versants ont d'ailleurs démontré des impacts importants sur 
le ouaouaron (Lithobates catesbeianus), où les individus provenant des sites les plus 
pollués en contaminants agrico les présentaient des problèmes de croissance 
(Marcogliese et al., 2009) , d'infections aux parasites, d'immunocompétence 
(Marcogliese et al. , 2009), ainsi qu'un débalancement des rétinoïdes (vitamine A) 
(Boi ly et al. , 2009). D'autres études écotoxicologiques effectuées chez le poisson ont 
également associé la présence de xénobiotiques (métaux et pesticides) à des 
perturbations du système rétinoïdien (Alsop et al., 2003 ; Defo et al. , 2012 ; Doyon et 
al., 1998 ; Zhang et al., 2002). Essentie ls à plusieurs fonctions biologiques telles que 
la différenciation cellulaire, le développement embryonnaire, la croissance et la 
reproduction (Alsop et al. , 2005 ; Alsop et al. , 2008 ; Oliveira et al., 2013), l'étude 
des rétinoïdes s'avère incontournable en regard de la problématique de la perchaude, 
aux prises avec un problème de recrutement. De plus, plusieurs xénobiotiques ont 
démontré des propriétés oxyda-réductrice qui accroissent la production d'espèces 
réactives de 1 'oxygène (ERO), telles que les métaux, qumones, colorants 
(Livingstone, 200 l ; Honte la et Dorval, 2004), atrazine (Nwani et al. , 20 l 0) , 
glyphosate (Sinhorin et al., 2014 ), néonicotinoïdes (Ge et al. , 20 15), pour n'en 
nommer que quelques-uns. La production excessive d'ERO peut porter atteinte aux 
composantes biologiques comme les lipides, l'ADN, les protéines, etc. (Valavanidis et 
al. , 2006) et, conséquemment, affecter la condition physiologique de l'organisme. 
L'évaluation du système rédox permet ainsi une estimation du degré de stress auquel 
sont soumis les individus exposés . 
3 
Dans la présente étude, menée en patienariat avec le ministère des Forêts, de la Faune 
et des Parcs (MFFP), ainsi qu'avec Environnement et Changement Climatique 
Canada (ECCC), l 'objectif a été d'investiguer l'état du système redox, par 
1 'évaluation comparative de la peroxydation des lipides et la quantification 
d 'antioxydants non-enzymatiques, tels que la vitamine E (u-tocophérol) et les 
caroténoïdes, ains i que 1 'état du métabolisme de la vitamine A (rétinoïdes) entre 
différentes populations de perchaudes du fleuve Saint-Laurent, dont ce lle du LSP. 
Afin de mieux comprendre les impacts de la contamination et des activités 
anthropiques sur l'état de santé de la perchaude du LSP, les biomarqueurs et les 
paramètres morphométriques (longueur, poids et circonférence) ont été évalués selon 
une approche comparative basée sur le gradient de pression anthropique croissant 
d 'amont en aval le long du fleuve Saint-Laurent, où le LSP correspond au site le plus 
impacté. 
Cette étude a été effectuée sur 2 années, soit une première campagne en 2013 et une 
seconde en 20 14. La seconde campagne s' insère dans le cadre d 'un projet de 
recherche sm le « Développement d 'outils diagnostiques (biomarquems) pom les 
poissons exposés aux pesticides » regroupant plusiems experts et cherchems. Ce 
projet supporté par le Groupe National Consultatif sm les contaminants du ministère 
de Pêches et Océans Canada (GNCC-MPO) et dirigé par Monique Boily, nous a 
pennis de raffmer les méthodes analytiques visant ainsi une potentialisation de la 
performance de celles utilisées en 20 13. 
Le présent document fait état de 1 'établissement des éléments théoriques nécessaires à 
la compréhension et à l'interprétation des analyses, suivi des objectifs et hypothèses. 
En second lieu sont détaillés le travail de terrain (échantillonnage des perchaudes) et 
les méthodes ana lytiques utilisées en laboratoire. Les résultats de la campagne de 
2013 sont insérés dans le document sous forme d'un article scientifique qui a été 
soumis à la revue Ecotoxicoloy and Envionmental Safety, Ed. Elseviers. Quant aux 
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résultats de l'échanti llonnage de 2014, ils sont discutés par rapport à la campagne 
précédente en s'appuyant sur les mêmes biomarqueurs. L'ensemble des résultats 
permet de brosser un portrait de l'état de santé de la perchaude du LSP, par rapport 
aux autres populations du fleuve . Cette étude, basée principalement sur des 
biomarqueurs biochimiques connne outi ls diagnostiques, apporte des éléments 
complémentaires à toutes les études écologiques réalisées jusqu'à maintenant sur la 
perchaude du LSP. Qui plus est, avec quelques ajustements méthodologiques, les 
biomarqueurs développés pourront servir non seulement pour une biosurveillance des 
populations de perchaude, mais également pour d'autres espèces de poisson qui font 
l'objet de suivis des populations. 
CHAPITRE 1 
ÉTAT DES CONNAISSANCES 
Ce 1er chapitre fait état des éléments théoriques relatifs au déclin de la population de 
perchaude du lac Saint-Pierre et aux facteurs mis en cause, ainsi que la théorie se 
rappo1tant au système rédox et aux rétinoïdes . Subséquemment s ' ensuit 
1 'établissement des objectifs spécifiques à la présente étude et aux hypothèses émises 
en regard de la problématique touchant le lac Saint-Pierre. 
1.1 Déclin de la perchaude et intégrité de l'écosystème au lac Saint-Pierre 
Le lac Saint-PieJTe (LSP), dernier grand élargissement d'eau douce du fleuve Saint-
Laurent, s'étend de la ville de Sorel-Tracy jusqu'à la municipalité de Nicolet. Le LSP 
et son archipel forment un réseau hydrographique de 469 kilomètres carrés avec une 
profondeur moyenne de 2,7 rn, comparativement à 13,7 rn de profondeur pour le 
chenal de navigation qui le divise (Frénette et Vincent, 2003 ; La Violette, 2004). 
Avec son vaste réseau hydrologique et une douzaine d'hectares de plaines inondables, 
le LSP abrite une grande biodiversité comme le confmne sa classification de réserve 
mondiale de la biosphère (UNESCO, 2012). Malheureusement, le LSP voit à 1 'heure 
actuelle l'une de ces principales ressources halieutiques, la perchaude, s'épuiser. En 
effet, de récents bilans rappottent un amoindrissement de la population de perchaude 
au niveau de l'abondance et de l'échec au recrutement depuis les dix demières années 
(Magnan et al., sous presse). De nombreux constats et avis scientifiques relatent ce 
déclin témoignant d'une préoccupation grandissante quant à 1' avenir de cette 
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ressource au LSP (Guenette et al. , 1994 ; Magnan, 2002 ; Magnan et al. , 2008 ; 
Thibau lt, 2008; Magnan et al. , sous presse). 
La problématique entourant le déclin de la perchaude au LSP est beaucoup plus 
complexe qu ' il n 'y paraît. Elle a d'abord été abordée dans une optique d 'exploitation 
de la ressource, en regard de son importance socio-économique clairement établie 
pour la région. L'industrie de la pêche profitait alors de ces retombées économiques 
depuis les années 1980. Dans les années 90, l' inquiétude d'une surexploitation de la 
perchaude au LSP a mené à l'instauration de plusieurs mesures restrictives et de plans 
de gestion visant une exploitation durable (Guenette et al. , 1994 ; Magnan, 2002). Au 
début du 2e millénaire, plusieurs suivis sur l'état des stocks, opérés par le ministère 
responsable de la faune (actuellement le MFFP) en association avec la Chaire de 
recherche du Canada en écologie des eaux douces indiquaient toujours un "non 
rétablissement" de l'état de la population de perchaude (Magnan et al., 2008; 
Thibault, 2008; Magnan et al. , sous presse). En mai 2012, un moratoire, interdisant 
la pêche commerciale et spo1iive pour une durée de 5 ans a été instaurée au LSP, et 
s'est étendu jusqu'à Saint-Pierre-les-Becquets en 2013 (MRNF, 2012b ; MDDEFP, 
2013) 
En dépit des nombreuses mesures restrictives et de gestions d' exploitation mises en 
place, le constat semble le même à ce jour. Bien qu'ayant joué un rôle inéfutable dans 
la situation actuelle de la perchaude, l'industrie de la pêche ne semble pas être le seul 
facteur en cause. Selon Magnan et al. (2008), des pressions écologiques et 
anthropiques modifieraient la dynamique et la qualité de l' habitat pouvant affecter la 
population de perchaude. De plus, selon le rapport « Portrait global de l'état du Saint-
Laurent» paru en 2008 par un comité de conce1iation, la vulnérabilité de « l'intégrité 
écosystémique » du fleuve Saint-Laurent est mise de 1 'avant, où di ver e pressions 
écologique t anthropiques altèrent la qualité des eaux et des édiments, ainsi que la 
biodiversité, etc. (Magnan, 2002; Comité de concertation Suivi de l' état du Saint-
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Laurent, 2008; Hudon et Carignan, 2008). D'un côté, la présence de plusieurs espèces 
envahissantes change la dynamique de l'écosystème. Notamment, reconnu comme 
grand compétiteur des sources alimentaires, consommateur d'œufs et de larves, et 
pour sa capacité de frayer plusieurs fois par année, le gobie à taches noires 
(Neogobius melanostomu) serait impliqué dans l'amoindrissement des stocks de 
poisson d'espèces sportives (MRNF, 2012a; Bematchez et Giroux, 2000). La tanche 
(Tinca tinca) qui a fait son apparition dans la rivière Richelieu dès 1991 représente un 
compétiteur de taille pour l'aire de reproduction en zone peu profonde, ainsi que pour 
la nourriture (Masson et al. , 2013 ; Bematchez et Giroux, 2000). Le cormoran à 
aigrettes (Phalacrocorax auritus) nichant sur les îlots rocailleux destinés à la 
navigation au LSP est un important prédateur de petits poissons, dont certains 
percidés. Son explosion démographique constitue une pression écologique notable sur 
la dynamique des communautés aquatiques (MRNF, 2013). D'un autre côté, la 
mauvaise qualité de l'eau en provenance des tributaires et l'élévation de la 
température modifient le paysage aquatique et favorisent l'apparition de 
cyanobactéries (Hudon et al., 2011 ; La Violette, 2004; Magnan et al. , 2008). La 
qualité des masses d'eau alimentant le LSP est un élément considérable dans la 
modification de l'habitat et de la disponibilité des nutriments (Hudon et al., 2011). 
Des apports importants en xénobiotiques proviennent des territoires adjacents au LSP 
et des principaux tributaires. Plusieurs xénobiotiques sont d'ailleurs reconnus pour 
modifier l'habitat et la disponibilité en nutriments, certains peuvent également avoir 
une incidence directe sur la santé des individus en perturbant l'homéostasie de 
l'organisme (Livingstone, 2001). La qualité des eaux peu profondes est étroitement 
liée à l'apport en contarninants et en nutriments provenant des tributaires de part et 
d'autre du chenal de navigation (Hudon et al. , 2011 ; Hudon et Carignan, 2008). Au 
sud, l'exploitation du territoire des bassins versants des rivières Richelieu, Yamaska 
et Saint-François sont reconnus pour leurs activités agricoles intensives, tandis qu'au 
nord du chenal, les sources de contamination proviendraient majoritairement des 
municipalités riveraines et de la pollution résiduelle de Laval et de Montréal, couplé 
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aux affluents agricoles des bassins versants des rivières Maskinongé et du Loup 
(Hudon et Carignan, 2008 ; La Violette, 2004). En plus, les pressions anthropiques 
touchent directement l'écosystème du lac Saint-Piene en modifiant le paysage des 
plaines inondables. Cette portion riche et très prolifique se voit de plus en plus 
menacée par les activités humaines (agricole, route, etc.) (Richard et al., 2011). 
L'exploitation grandissante du tenitoire inondable jumelée à l'augmentation de la 
température et aux fluctuations hydrologiques entraînent une réduction de l'étendue 
globale des plaines inondables. Ces plaines naturellement formées d'herbacées, 
d'arbustes et d'arbres font office d'aires de reproduction pour plusieurs espèces 
aquatiques, dont la perchaude (Bematchez et Giroux, 2000 ; Hudon et al. , 2011 ; La 
Violette, 2004 ; Richard et al. , 2011). La figure 1.1 présente un résumé, générée à 
partir de plusieurs constat publiés, des altérations de l'intégrité écosystémique 
auxquelles les perchaudes doivent faire face au lac Saint-Piene. 
Figure 1.1 : Diagramme conceptuel des princ ipales press ions éco logiques et anthrop iques au lac Sa in t-
Pierre susceptibl es d'influencer la dynamique de population de la perchaude. Basé sur des constats déjà 
publiés : Magnan (2002) ; La Violette (2004); Hudon et Carignan (2008); Richard et al. (20 LI ); Hudon 
et al. (20 12) ; Masson et al. (20 13); MRNF (20 13) . 
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Somme toute, l'effondrement de la population de perchaudes au LSP est caractérisé 
par une réduction de l'abondance et par un amoindrissement du renouvellement 
générationnel. Bien que l'industrie de la pêche ait indéniablement joué un rôle dans ce 
déclin, d'autres facteurs semblent impliqués dans le maintien de la problématique. 
Plusieurs investigations ont été mises de l'avant afin de vérifier l'implication des 
pressiOns anthropiques et écologiques sur la population de perchaude au LSP. 
D'ailleurs, en mars 2015, un atelier d'échanges sur l'intégrité écosystémique du lac 
Saint-Pierre, tenu à l'Université du Québec à Trois-Rivières (UQTR) dans le cadre du 
Plan d'action Saint-Laurent, a réuni plusieurs experts et chercheurs activement 
impliqués dans la problématique du LSP, dont l'objectif était de relever et d'évaluer 
l' implication et le degré d'importance des différents facteurs pouvant altérer 
l' intégrité du LSP. 11 s'est avéré que les apports en contaminants provenant des 
principaux tributaires, ainsi que l'exploitation agricole dans les plaines inondables ont 
été identifiés comme des facteurs importants de stress, et les informations relatives à 
leurs effets sur l'intégrité du LSP semblent limitées. En effet, l'implication de certains 
paramètres spécifiques, notamment les pesticides, les contaminants émergents, etc. , 
aurait été sous-estimée, nécessitant de plus amples investigations. 
1.2 Système rédox 
Le métabolisme énergétique des organismes aérobiques, tant aquatiques que 
terrestres, implique la capture d ' 0 2, ainsi que la formation et le relâchement de C02. 
Ce faisant, les organismes sont exposés au potentiel toxique des différents 
métabolites de 1 '02, soit les ERO (Lodish et al., 2005) . Plusieurs de ces métabolites, 
tels que 1 'anion su peroxyde (02") et le radical hydroxyle (OH), sont des radicaux 
libres possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur le dernier orbital, leur 
conférant une grande instabilité et un haut taux réactionnel (Fang et al. , 2002 ; 
Gardès-Aibert et al., 2003 ; Hontela et Dorval, 2004). Ces puissants oxydants peuvent 
engendrer des dommages cellulaires considérables, entraînant des 
dysfonctionnements physiologiques importants. 
- - - - ------- - -- - - - ----- ----- --- -----
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Plusieurs mécanismes antioxydants neutralisent le potentiel toxique des ERO. Ces 
mécanismes contribuent donc à la « redox-homéostasie » (Ames et al., 1993; 
Valavanidis et al. , 2006). Il est donc question de stress oxydant lorsqu'il y a 
déséquilibre entre les mécanismes pro-oxydant , c'e t-à-dire producteurs de ERO, et 
les mécanismes antioxydants . Ce déséquilibre peut être occasionné lorsque la 
production en radicaux libres augmente de façon à dépasser les capacités 
antioxydantes de 1 'organisme ou à une insuffisance ou à un dysfonctionnement des 
mécanismes antioxydants (Gardès-Albert et al., 2003 ; Hontela et Dorval, 2004 ; 
Livingstone, 2001 ; Valavanidis et al. , 2006). Les mécanismes pro-oxydants ainsi 
favorisés endommagent le matérie l biologique cib le, tels que les lipides, 1 'ADN et les 
protéines. L 'évaluation du stress oxydant témoigne ainsi du déséquilibre entre les 
mécanismes pro-oxydant et antioxydant, et correspond à un premier indice sommaire 
du niveau de stress chez un organisme. 
1.2.1 Mécanismes pro-oxydants 
Plusieurs processus biologiques endogènes sont impliqués dans la production 
d'espèces réactives de l'oxygène. Ames et al. , (1993) ont décrit les quatre principaux 
mécanismes pro-oxydants de l'organ isme, soit 1) le métabolisme énergétique par le 
biais de la respiration cellulaire, et par 2) l ' implication des peroxysomes dans le 
métabolisme des acides gras et des protéines, 3) la réaction inflammatoire, ainsi que 
4) le métabolisme oxydatif du cytochrome P450 (Ames et al., 1993 ; Guegnen et al. , 
2006 ; Lodish et al., 2005 ; Padros et al., 2004) . De plus, la fom1ation de radicaux 
d'hydroxyle est générée lorsqu 'un anion superoxyde et un peroxyde d 'hydrogène sont 
en présence de certains métaux essentiels. Le fer et le cuivre possèdent un puissant 
pouvoir d'oxydo-réduction ce qui entraîne la fonnation de radicaux d ' hydrogène 
suivant les réactions de Fenton et de Haber-Weiss (Hontela et Dorval, 2004; 
Valavanidis et al., 2006). Plusieurs auteurs s'accordent pour affirmer que le radical 
d 'hydrogène ("OH), bien que sa durée de vie et sa diffusion soient faib les, constitue 
l'ERO le plus réacti f et le plus dommageable (Gardè -Albert et al. , 2003 ; Hontela et 
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Dorval, 2004 ; Valavanidis et al., 2006). La figure 1.2 illustre les pnnc1paux 
mécanismes de production endogène des ERO. 
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Figure 1.2: Mécani smes de production d ' espèces réactives de 1 ' oxygène (ERO). Inspirée de Fang et 
al. (2002), Hontela et Dorval (2004) et Ames et al. ( 1993). 
Certains xénobiotiques sont reconnus pour leur capacité pro-oxydante (Hontela et 
Dorval, 2004; Livingstone, 2001 ; Valavanidis et al., 2006) . En effet, de nombreux 
contaminants chimiques possèdent une toxicité associée à la production 
d '«oxyradicaux» (Hontela et Dorval, 2004) . Livingstone (200 1) a publié une revue 
décrivant l'implication de certains contaminants dans la production d ' ERO pouvant 
provoquer des dommages considérables au matériel biologique. Une seconde revue 
de Valanavanidis et al. (2006) rapporte les mêmes constatations concernant 
l' implication de contaminants chimiques dans l'augmentation D'ERO. Ces auteurs 
mettent en évidence le fort potentiel de différents contaminants (métaux, quinones, 
colorants, herbicides et composés aromatiques), et de leurs implications dans le 
débalancement du système rédox par leurs propriétés oxyde-réductrices. Les 
dommages oxydatifs du matériel biologique suite à une telle exposition viennent 
nettement modifier 1 'état de santé des organismes. En effet, les radicaux libres 
échappant au système antioxydant peuvent conduire à l' oxydation des groupements 
thiol de certaines enzymes et coenzymes, à la peroxydation des phospholipides 
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membranaires et à une altération du matériel génétique (Hontela et Dorval, 2004; 
Livingstone, 2001; Yalavanidis et al., 2006). Livingstone (200 1) rappelle que les 
organismes aquatiques sont exposés à de nombreux xénobiotiques au niveau des 
sédiments, de la colonne d'eau et de leur nourriture . Le lessivage de terres agricole , 
les débordements d'aqueducs, les rejets industriels, etc., sont des sources de 
contaminants pouvant affecter la santé de nombreux organismes aquatiques et 
modifier à long terme la dynamique des écosystèmes (Holt, 2000). 
1.2.2 Dommage oxydatif : La peroxydation des 1 ipides 
La peroxydation des lipides est 1 'un des principaux biomarqueurs du niveau de stress 
oxydant (Morrow et Roberts II, 1996 ; Pilacik et al., 2002). Ce phénomène implique 
les lipides possédant au moins deux doubles liaisons carbone-carbone, soit les 
polyinsaturés (Marnett, 1999 ; Lodish et al., 2005) . Les lipides polyinsaturés sont les 
cibles de prédilection des radicaux libres, tels que les radicaux d ' hydroxyle (OH) et 
les hydroperoxyles (H02-), ains i que des radicaux lipidiques (LOO"), en raison de la 
grande vulnérabilité du groupement méthylène (-CH2), positionné entre deux doubles 
liaisons (figure 1.3) (Cillard et Cillard, 2006 ; Dix et Aikens, 1993 ; Marnett, 1999). 
Le processus complet de la peroxydation des lipides présenté à la fig ure 1.3 se 
déroule suivant trois étapes : 
i) La première étape, 1 ' initiation, implique 1 'arrachement/abstraction par un radical 
libre d ' un atome d ' hydrogène (H) du groupement méthylène compris entre deux 
doubles liaisons d ' un lipide polyinsaturé ayant au moins 3 doubles liaisons (figure 
1.3). L ' acide gras ain i oxydé fonne un radical lipidique (L") : LH + ·oH -7 L. + H20 
(Ci liard et Cillard, 2006 ; Dix et Aikens, 1993 ; Marne tt, 1999 ; Valavanidis et al. , 
2006). ii) S 'en uit l'étape de la propagation. Celle-ci inclut, en premier lieu , un 
réan-angement stéréochimique du radical lipidique, soit une modification des doubles 
liaisons afin de tendre à une stabilité moléculaire (Janero, i 990 ; Marnett, 1999). 
Suite à ce réarrangem ent, une molécule de dioxygène est alors additionnée au radical 
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lipidique, entrainant la fonnation d'un radical peroxyle lipidique (LOO') : L' + 02---+ 
LOO' (figure 1.3) (Dix et Aikens, 1993 ; Valavanidis et al., 2006). Le « destin » de ce 
nouveau radical peroxyle lipidique serait en fonction de sa position sur le segment 
lipidique contenant les doubles liaisons (Janero, 1990 ; Mamert, 1999). Ainsi, si le 
peroxyle est situé au cœur de ce segment, une réaction de cyclisation est alors 
préconisée. Si le groupement peroxyle se situe à l'une des extrémités du segment, 
l'oxydation d'un nouveau lipide entrainera la formation d'un hydroperoxyde lipidique 
(Valavanidis et al., 2006 ; Janero, 1990 ; Mamert, 1999). Cette dernière réaction est 
ce qui décrit principalement l' étape de propagation par Dix et Aikens (1993) . En 
effet, un cycle d '« autoxylation »par les radicaux peroxyles lipidiques est enclenché 
(figure 1.3). iii) L'étape ultime, la terminaison, peut résulter de l' interaction entre 
deux radicaux lipidiques, ou de la formation de produits non radicaux, tels que le 
malondialdéhyde (MDA) et des isopropanols dérivant d'une seconde cyclisation 
(figure 1.3) (Janero, 1990 ; Marnett, 1999 ; Valavanidis et al. , 2006) . Cependant, la 
terminaison peut être enclenchée par un mécanisme antioxydant (AH) venant bloquer 
alors la chaîne de propagation (LOO' + AH---+ LOOH + A•) (figure 1.3) (Ci llard et 
Ci llard, 2006) . 
La peroxydation des phospholipides peut entrainer une perte de l' intégrité structurale 
et fonctionnelle de la membrane plasmique, affectant ainsi les signaux de 
transduction, la reconnaissance et le transport moléculaire, un déséquilibre du 
potentiel membranaire, etc. (Dix et Aikens, 1993). De plus, les produits non radicaux 
peuvent provoquer de nombreux dommages au matériel biologique de la cellule. Par 
exemple, le MDA peut réagir avec les groupements amines (NH2) des protéines, les 
lipides et les acides nucléiques de 1 'ADN. Ces adduits entraînent une altération de la 
structure et de la fonction des protéines et l'altération de l'expression de certains 
gènes (Cillard et Cillard, 2006 ; Mamert, 1999). 
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Figure 1.3: Processus généraux de peroxydation lipides. Inspirée de Janero ( 1990), Dix et Aikens 
( 1993), Marnett ( 1999), Va lava nidi s et al. (2006) et C i liard et Ci liard (2006) . 
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1.2.3 Mécanismes antioxydants 
Le système antioxydant constitue un système de défense de 1 'organisme pour contrer 
l'oxydation du matériel biologique par les ERO. Conséquemment, tout composé 
empêchant ou limitant 1 'action oxydative des radicaux libres correspond à un 
antioxydant (Gardès-Albert et al., 2006 ; Honte la et Dorval, 2004 ; Si es, 1997). 11 est 
possible de subdiviser les antioxydants selon leur nature enzymatique et non-
enzymatique. Les défenses antioxydantes enzymatiques pennettent la neutralisation 
du potentiel oxydant des ERO par le biais de différentes réactions catalytiques 
(Hontela et Dorval, 2004). Les peroxydases (Px), glutathion réductase (GR), 
superoxyde dismutase (SOD) et catalase (CAT) sont les principales enzymes du 
système antioxydant (voir figure 1.4). 
ROOH 
ROH 
2GSH ~NADPH + W 
Glutathion Glutathion 
peroxydase (GPx) réductase (GR) 
GSSG NADP• 
Figure 1.4: Réactions cata lytiques des enzymes antioxydants. Tirée Hontela et Dorva l (2004). 
Superoxyde di smutase (SOD) permet l' oxydoréduction de deux anions superoxydes (02") pour form er 
une molécul e de dioxygène (02) et de peroxyde d ' hydrogène (HzOz); Catalases (CAT) réduisent 2 
H20 2 pour former 2 molécules d'eau (H20); Peroxydases (Px) réduisent conjointement un 
hydroperoxyde (ROOH) ou un H20 2 avec un peroxyde organique (GS H, forme réduite) formant deux 
molécules H20 et disulfure de glutathion (GSSG, forme oxydée); G lutathi on réductase petmet de 
recycler GSSG en GSH. 
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Les défenses antioxydantes nonenzymatiques regroupent une grande diversité de 
molécules pouvant agir comme réducteur ou capteur de radicaux libres (Hontela et 
Dorval , 2004). Ces molécules peuvent être endogènes ou exogènes. Dans les 
composés endogènes, il y a le glutathion (GSH) qui constitue un excellent donneur 
d 'électrons (Hontela et Dorval, 2004), ainsi que la métallothionéine. Cette dernière 
n'est pas un antioxydant à proprement parler, mais permet de restreindre les éléments 
métalliques pro-oxydants (Fe2+, Cu+, Cd2+, etc.) en les séquestrant (Pinel-Alloul et al. , 
2004). D'ailleurs, cette protéine est reconnue en écotoxicologie comme un excellent 
biomarqueur d 'exposition à une contamination en métaux (Pinel-Alloul et al., 2004). 
La vitamine E et les caroténoïdes sont quant à eux de très puissants antioxydants 
lipidiques qui dépendent exclusivement de la diète. Ces molécules, ainsi que leurs 
métabolites , sont considérées comme de bons biomarqueurs chimiques de stress 
oxydant, et parallèlement, de bons bioindicateurs de la disponibilité ou de la qualité 
nutritionnelle du milieu (Comb, 2012a, 2012b; Gardès-Albert et al. , 2003). 
1.2.3.1 VitamineE 
La vitamine E regroupe tous les éléments dérivés de tocophérols et de tocotriénols 
possédant une activité biologique relative à l 'a-tocophérol. Elle représente un groupe 
de puissants antioxydants liposolubles (Brigelius-Flohe et Traber, 1999 ; Cuvelier et 
al. , 2003). Il existe 4 isomères de tocophérols et de tocotriénols (a, ~ ' y et 8), dont 
l' ensemble est structurellement composé de cycle chromanol méthylé et d'une chaîne 
latérale de 16 carbones (C 16) qui est insaturée chez les tocotriénols et saturée chez les 
tocophérols (figure 1.5). Les différentes isofom1es (a, ~ . y et 8) sont relatives aux 
nombres (mono-, di- ou tri-) et à l'arrangement des groupements méthyles (Cuvelier 
et al., 2003) . Les différents isomères des tocophérols et des tocotriénols sont 
présentés à la figure 1.5. 
HO 
x 
CH., 
110 
CH, 
a-tooophèrols 
CH, 
110 
H 
CH3 
1}-tocophtrols 
H 
HO 
CH3 
y-tooophëruls 
H 
HO 
H 
en, 
ô-tœopherols 
CH, 
Tocophérols 
CH; 
HO 
y 
x 
CH, 
CH1 
HO 
H 
CH, 
P·towtriénol 
H 
"f·loooaiënol 
H 
HO 
H 
CH, 
6-tocorriénol 
Tocotriénols 
Figure 1.5: Structures chimiques des tocophérols et des tocotriénols . Tirée de Cuvelier et al. 
(2003). 
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La vitamine E est fondamentalement biosynthétisée par les orgamsmes 
photosyntbétiques (plantes, algues et certaines cyanobactéries), mais également par 
certains organismes nonphotosynthétiques tels que les levures (Cuvelier et al. , 2003 ; 
Comb, 2012a). Les sources de vitamine E sont donc majoritairement végétales, et 
peuvent se retrouver sous deux formes: estérifiée et non-estérifiée. Les esters sont 
formés suite à une estérification du groupement hydroxyle en C6 de leur cycle 
chromanol (Cuvelier et al., 2003). Cette forme est beaucoup plus stable et moins 
sensible à 1 'oxydation comparativement à la forme libre. Dû au caractère lipidique de 
la vitamine E, son absorption est étroitement liée à la voie d'absorption des lipides 
(Comb, 20 12a). En effet, la vitamine E joint les lipides alimentaires dès la fonnation 
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d'une micelle par les sels biliaires dans la lumière intestinale, facilitant la diffusion 
des nutriments lipophiles au sein des cellules ép ithéliales de l' intestin grê le, d'où ils 
sont ensuite intégrés dans un chylomicron (Comb, 20 12a ; Tortora et Derrickson, 
2007). Conséquemment, l'absorption de la vitamine E est dépendante d 'une 
alimentation et d 'une absorption adéquate en lipides. Anivé au foie, une 
discrimination positive privilégiant l'a-tocophérol et, en moindre mesure, la y-
tocophérol s'opèrent par le biais d'une protéine de transfert «a-tocopherol tranfer 
prote in» (a-TTP). En effet, l'a-TTP se lie avec 1 'a-tocophérol en provenance du 
chylomicron et le redistribue dans la circulation sanguine par le biais d ' une 
lipoprotéine (LTBD, LBD, LHD) (Comb, 2012a). Elle est ainsi distribuée aux 
cellules cibles selon le mécanisme commun des lipides, alors que les autres formes 
sont généralement éliminées dans la bile ou l ' urine. L'a-tocophérol constituant 90% 
de la vitamine E de 1 'organisme se loge alors dans les membranes cellulaires et dans 
celles des organelles, prêt à opérer son rôle d'antioxydant (Comb, 20 12a ; Liebler et 
al., 1996). 
La propriété antioxydante de la vitamine E provient de son cycle chromanol (Traber 
et Atkinson, 2007; Wu et Croft, 2007), où son rôle s'effectue principalement en 
«piégeant» les radicaux peroxyles (ROO) et particulièrement les radicaux peroxyles 
lipidiques (LOO} La vitamineE permet donc de « stopper» l'étape de propagation 
de la peroxydation des lipides en favorisant la voix de terminaison (Brigelius-Flohe et 
Traber, 1999 ; Gardès-albert et al. , 2003 ; Liebler et al., 1996). 
Le métabolisme oxyda tif de l ' a-tocophérol entraîne la fonnation de métabolites de 
type quinone (Brigelius-Flohe et Traber, 1999). Ces métabo lites subissent une 
seconde métabolisation pour permettre leur excrétion, considérant leur fort potentiel 
pro-oxydant. Donc, à partir des a-tocophénolquinones (a-TQ) dérivant de l'action 
antioxydante de la vitamin , il y a formation de métabolites de Simon. Ceux-ci 
correspondent à l'acide a-tocophéronique et ses !atones (Brigelius-Flohe et Traber, 
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1999). De plus, il y a une métabolisation indépendante du rôle antioxydant des a.-
tocophérol. En effet, ce1tains isomères du cytochrome P450 (CYP450) sont impliqués 
dans la métabolisation de l'a.-tocophérol en a.-carboxyéthyl-hydroxychroman (a.-
CEHC) (Brigelius-Fiohe et Traber, 1999 ; Wu et Croft, 2007). Sa formation serait 
davantage associée à une hypervitaminose, afin de protéger l'organisme du pouvoir 
pro-oxydant de la vitamine E. En effet, Brigelius-Flohe et Traber (1999) mentionnent 
que le fort potentiel redox de la vitamine E peut s'exercer tant au niveau anti- que 
pro-oxydant dépendamment des molécules « partenaires » présentes. Cependant, en 
présence d 'antioxydants complémentaires, tels que l'acide ascorbique (vitamine C) et 
les caroténoïdes, son pouvoir pro-oxydant serait restreint et même inexistant. D'un 
autre côté, la vitamine E peut être emmagasinée dans le foie, mais également dans les 
muscles et les tissus adipeux (Comb, 2012a), afin de limiter son pouvoir pro-oxydant. 
Les niveaux de vitamineE dans les muscles semblent être en parfaite corrélation avec 
les niveaux plasmatiques, alors qu'il a été démontré qu 'en période de déficit prolongé 
les concentrations en a.-tocophéro l de adipocytes restaient relativement stables bien 
que celles du plasma et des muscles diminuaient provoquant un dysfonctionnement 
neuromusculaire, soit l'ataxie (Machlin et al. , 1979 ; Comb, 2012a). Une telle carence 
peut également survenir selon la disponibilité ou la qualité alimentaire ou par une 
altération fonctionne lle de la a.-TTP (Ouahchi et al. , 1995 ; Qian et al. , 2005). 
1.2.3 .2 Caroténoïdes et rétinoïdes 
Les caroténoïdes sont des pigments organiques naturels allant du jaune au rouge 
ambré. De façon analogue au métabolisme de la vitamine E, ils sont synthétisés par 
les organismes photosynthétiques, ainsi que par certaines bactéries et champignons 
(Stahl et Sies, 2003; Yahia et Omelas-Paz, 2010). Plus de 600 caroténoïdes ont été 
identifiés et classés selon leur composition chimique. Ces pigments sont composés 
d 'un squelette carboné C40 insaturé qui a été modifié par une cyclisation à chacune 
des deux extrémités (figure 1.6). La classe des carotènes regroupe les caroténoïdes 
hydrocarbonés (figure 1.6-A) et celle des xanthophylles regroupe ceux possédant au 
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moins un atome d'oxygène (figure 1.6-B) (Britton, 1995 ; Stahl et Sies, 2003 ; Yahia 
et Orne las-Paz, 201 0). De plus, chaque caroténoïde se présente sous différents 
isomères, selon leur disposition en fonne cis- ou trans- (Britton, 1995). De façon 
générale, la forme cis- est reconnue pour être plu stabl e que la forme trans-, dû à 
l ' interaction « stérique »entre le groupement méthyle (Cl-b) et l ' atome d ' hydrogène. 
A) Carotènes 8) Xanthophylles 
~~ 
Lycopènc ~-Ü)'pii»:AlltiÛDe 
P-Carorè:ne 
y-Carotène 
Figure 1.6: Structure des principaux (A) carotènes (caroténoïdes hydrocarbonés) et (8 ) 
xa nthophyll es (caroténoïdes oxygénés) . Tirée de Yahia et O.Paz (20 1 0) 
Les caroténoïdes sont bien connus en physiologie végétale pour leur rôle « 
oxydoprotecteur » des photosystèmes, et maintenant, pour leur rôle antioxydant et 
provitamine A en physiologie animale. Les propriétés d'absorbance et antioxydantes 
de ces pigments végétaux sont dü à leur chaîne central con tituée d 'une a lternance 
entre doub les et simples liaisons. Selon Britton (1995), cet arrangement « constitue 
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un système conjugué dans lequel les électrons sont efficacement délocalisés sur toute 
la longueur de la chaîne ». D 'ailleurs, leurs rôles physicochimiques seraient 
attribuables à leurs capacités structurelles de générer un radical. L'électron non 
apparié du radical tend à atteindre un état stable par un phénomène de résonnance le 
long de la chaîne centrale (Bendich et Oison, 1989 ; Britton, 1995 ; Edge et al. , 
1997). Les caroténoïdes sont d ' excellents capteurs ERO, tout particulièrement de 
singlet d'oxygène (0.2) , de radical hydroxyle (OH) et de radica l peroxyles (ROO') 
(Britton, 1995 ; Edge et al. , 1997). Les caroténoïdes jouent un rôle important dans le 
système antioxydant, tout particulièrement lors de phénomènes de peroxydations 
lipidiques. Ils sont impliqués à différents niveaux a fln d'arrêter 1 ' étape de propagation 
(Bendich et Oison, 1989 ; Burton, 1994 ; Edge et al. , 1997). Au premier niveau, les 
caroténoïdes réagissent directement avec le radical peroxyle lipidique. Ce radical 
s'additionne à la chaine centrale et tend à se stabiliser par résonance, formant ainsi un 
« radical carbone-central ». Ce radical nouvellement formé réagit avec un second 
radical peroxyle, entraînant la formation d 'un produit non radiculaire propre à l'étape 
de terminaison (Bendicb et Oison, 1989 ; Britton, 1995). Au second niveau, les 
caroténoïdes sont impliqués dans un « système redox » faisant interagir différents 
antioxydants ensemble, tels que la vitamine E, les caroténoïdes et la vitamine C (Edge 
et al. , 1997). Ce système permet d 'optimiser l'efficacité de l' activité antioxydante de 
chacun par un effet synergique, tout en limitant leur potentiel pro-oxydant. 
Toutefois, 1 'intérêt porté aux caroténoïdes ne se limite pas à cette fonction . En effet, 
certains caroténoïdes sont dits provitamine A (rétinoïdes), tel que la cryptoxanthine, 
l' a -carotène et la ~-carotène , en plus de l' astaxantbine, canthaxatbine, zéaxanthine, la 
lutéine et la tunaxanthine chez les poissons. Ces caroténoïdes, en plus de leur rôle 
antioxydant, peuvent en effet être métabolisés en rétinoïdes . Les rétinoïdes 
regroupent tous les composés relatifs au rétino l (vitamine A l) et au déhydrorétinol 
(vitamine A2) (figure 1.7). Ils sont formés d'un squelette carboné (C20) comportant 
un cycle ~-ionone à l 'une des extrémités (Spom et al. , 1984). La particularité des 
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composés « débydro » réside dans le double lien additionnel en position 3,4 au sein 
de leur cycle (figure 1.7). La forme déhydro- semble être la forme de rétinoïde la plus 
retrouvée chez certaines espèces de poisson téléostéen tant au niveau hépatique que 
pla matique (Alsop et al. , 2005 ; Gesto et al. , 2012). La perchaude est d'ailleurs 
caractérisée comme une espèce type-déhydrorétinol (Defo et al., 20 12). 
~OH ~COOH l)___' ·~. 
All·tran.Y Rétinol A.ll-traru Acide rétinoiquc 
~OH ' . ' . 
3,4-Di<Whyd.rorêtinol 13 -cis Acide litinolque 
All-tratu Rêtinaldéhyde 
9-<..·i::~ Acide rétinolque ~ 
COOH 
Palmitate de rétinol 
Figure 1.7: Structures chimiques des principaux rétinoïdes. Tirée de Sporn et al. (1984) et de 
Comb (201 2c). 
Les caroténoïdes provitamine A peuvent donc être oxydés par une caroténoïdes 
oxygénase (COl) en rétinaldébyde (RALD) ou déhydrorétinaldébyde (DRALD) dans 
la muqueuse intestinale (figure 1.8). L 'aldéhyde ainsi formé est réduit puis estérifié 
par une lecithine-rétinol acyltransférase (LRA T) ou une acyl CoA:rétinol 
acyltransféras (ARA T) pour former des esters de rétinol ou de débydrorétinol, tel que 
le palmitate de rétinol (PAL) ou de débydrorétinol (DPAL) (figure 1.8). Les esters de 
rétinoïdes sont alors transportés jusqu ' au foie par des chylomicrons pour y être 
stockés avec les autres caroténoïdes, la vitamine E et les lipides alimentaires ou il s 
sont hydrolysés par une hydrolase des esters de rétinoïde (HER) en rétinol ou 
débydrorétinol afin d 'être distribués aux tissus périphériques via la circulation 
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sangume (figure 1.8) (Bendich et Oison, 1989 ; Comb, 2012c ; Frolik, 1984 ; 
Matsuno, 1991 ; Parker, 1996). Alors que les caroténoïdes voyagent dans la 
circulation par le biais de lipoprotéines, les rétinoïdes comme le rétinol hépatique se 
lient à une protéine de transport spécifique (Retinol-binding-protein, RBP), qui est 
elle-même liée à une molécule de transthyrétine (TTR), jusqu 'aux cellules (figure 
1.8) (Boily et al., 2004). Bien que les caroténoïdes soient les précurseurs des 
rétinoïdes, les esters de rétinols stockés forment une source nutritionnelle 
additionnelle en vitamine A chez les organismes omnivores/carnivores (Alsop et al., 
2005). 
Les rétinoïdes sont impliqués dans plusieurs fonctions biologiques telles que la 
différenciation cellulaire, le développement embryonnaire, la croissance, la 
reproduction, la vision, ainsi que dans l'homéostasie générale de l'organisme et dans 
la régénération des tissus (Comb, 2012c ; Gesto et al., 2012). C'est principalement 
1 'acide rétinoïque (AR) qui constitue la forme active des rétinoïdes (Frolik, 1984). La 
liaison des principaux isomères avec leurs récepteurs nucléaires permet leur 
dimérisation, puis entraîne une réponse cellulaire suite à la juxtaposition du dimère à 
l'élément de réponse de l'acide rétinoïque (Retinoic Acid Response Elements, RARE) 
(figure 1.9) (Alsop et al., 2005; Boily et al., 2004; Frolik, 1984). Boily et al. (2004) 
relient la grande variété des rôles physiologiques reconnus aux rétinoïdes par « le 
grand nombre de combinaisons possibles » entre les isomères de 1 'AR avec les 
isoformes du récepteur de l'acide rétinoïque (RAR) et du récepteur X des rétinoïdes 
(RXR), ainsi que pour leur potentiel de dimérisation avec d'autres récepteurs 
nucléaires comme le récepteur de 1 'hormone thyroïdienne (Thyroid hormone 
receptor, THR) ou le récepteur de la vitamine D (vitamin D receptor, VDR) par 
exemple. La figure 1.9 tirée d' Alsop et al. (2005) présente la voie de signalisation de 
1 'acide rétinoïque qui met en relation différentes enzymes et récepteurs spécifiques 
impliqués. 
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Les mveaux en AR subissent une fine régulation afin d'être maintenus en 
concentrations stables dans l'organisme. Un excès ou un manque peut mener à de 
graves conséquences biologiques, dont des malfonnations au cours du développement 
embryonnaire (Comb, 20 J 2c ; Lall et Lewis-McCrea, 2007). C'est pourquoi les 
niveaux sont finement régulés par une voie catabolique; AR en surplus est oxydé par 
le CYP450 en métabolites plus polaires (4-oxo-AR, 4-0H-AR, etc.), qw 
subséquemment seront conjugués à l'acide glucuronique puis excrétés (figure 1.9) 
(Comb, 2012c ; Novak et al., 2008). Une carence en rétinoïdes peut également 
en trainer une diminution du taux de croissance (Taveekijakam et al., 1994), du succès 
reproducteur (Aisop et al., 2008), des troubles de la vision, un dysfonctionnement du 
système immunitaire, etc. (Comb, 2012c) . Une telle déplétion en vitamine A peut 
survenir par une augmentation du catabolisme des rétinoïdes dü à 1' induction de 
CYP450 (Arcand-Hoy et Metcalfe, 1999 ; Zhang et al., 2002) ou à l'oxydation 
nonenzymatique associée à 1 'augmentation du potentiel pro-oxydant du système 
biologique (Payne et al., 1998). Il a d'ailleurs été démontré chez diverses espèces 
aquatiques qu 'une exposition à des contaminants, comme des contaminants agricoles 
(Boily et al. , 2009) et des métaux (Zhang et al., 2002), seraient des perturbateurs du 
métabolisme des rétinoïdes en provoquant une déplétion des niveaux en rétinoïde 
circulant et hépatique. Alsop et al. (2005) ont publié une revue sur la biologie et la 
toxicologie des rétinoïdes chez le poisson mettant en perspective l' impact de 
différents contaminants sur l'altération de l'état des rétinoïdes, et ce, à différents 
niveaux du métabolisme. De plus, la revue de Sbirakami et al., (2012) a souligné une 
variété de xénobiotiques (pesticides, dioxines, biphényles polychlorés) pouvant 
pe1turber le métabolisme hépatique des rétinoïdes. Toutefois, la disponibilité des 
précurseurs et des esters, ainsi que la qualité de la diète peuvent avoir un impact 
majem sm les niveaux en vitamine A (Alsop et al., 2008 ; Comb, 2012c). 
Lumière de l'intestin Cellules de la 
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Figure 1.8: Voie d ' absorption et de di st ributi on des rétinoïdes chez les vertébrés. CO 1, caroténoïdes 
oxygénases 1; ARAT, acy! CoA :rétino l acyltransférase; LRA T, lecithin-rétino l acy! transférase; HER, 
hydrolase des esters de rétinoïdes; RBP, retinol-binding-protein protéine de transport du rétino l; TTR, 
transthyrétine; DRAL, déhydrorétinaldéhyde; RALD, rétinaldéhyde; DROH, déhydrorétinol ; ROH , 
rétino l Basée selon A Isop et al. (2005) et Comb (20 12c). 
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Figure 1.9: Voie de signali sat ion cellul ai re des rétinoïdes. Tirée d 'A Isop et al. (2005). À partir de 
l' internalisa tion du rétinol jusqu 'au déclenchement d ' une réponse génét ique suite à la dimérisation de 
récepteurs nucléaires assoc iés à un ac ide rétinoïque (AR) (! 3-cis-AR, tout- trans-AR ou 9-cis-AR ) 
Protéine de transporteur Reti nol-binding protein (RBP) li é à une transthyrétine (TTR); Transporteurs 
intracellulaires cytoso lique ce llul ar réti nol-binding protein (CRBP) et cellular retino ic ac id-binding 
protein (CRAB P): Enzymes de conversion alcohol dehydrogenase (A DH ), short-chain 
dehydrogenase/réductase (S OR), rétina l dehydrogenase (Ra lDH), et cytochrome P450 (CY P450); 
Récepteurs nucléa ires récepteur de l'ac ide rét inoïque (RAR) et récepteur x des rét inoïdes (RXR): 
Régulation hormone thyroïdienne thyroid hormone receptor (THR) et Trii odothyronine (T 3) (A Isop et 
al. , 2005; Boi ly et al. , 2004). 
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1.3 Objectifs et hypothèses 
L'écotoxicologie met en étroite relation les éléments biotiques et abiotiques, de façon 
à pennettre une évaluation des conséquences biologiques de substances toxiques au 
sein d'un écosystème (Van Coillie et Parent, 2011 ). Les biomarqueurs qui sont 
souvent à la base des études toxicologiques fournissent des éléments biochimiques et 
biologiques résultant d'une exposition à des agresseurs toxiques in situ (Peakall, 
1994). Essentiellement, ils sont basés sur la distinction entre l'homéostasie (condition 
physiologique normale) où un organisme est capable de compenser pour un sh·ess par 
rapport à une situation où la limite des capacités de compensation est atteinte (Peakall 
et Walker, 1994). C'est dans cette optique que se situe le cas de la présente étude sur 
la population de perchaude du lac Saint-Pierre. 
Cette recherche vise à établir un aperçu de l'état de santé de la population de 
perchaude du LSP dans un contexte de suivi écotoxicologique. En considérant 
l'incidence potentielle des contaminants agricoles, municipaux et industriels affluant 
au LSP et leurs impacts sur l'homéostasie de la perchaude. Plusieurs biomarqueurs 
ont été comparés entre différentes populations de perchaude le long du fleuve Saint-
Laurent. Ces biomarqueurs sont associés à l'état du système rédox par 1 'évaluation de 
la peroxydation des lipides (dosage équivalent du malondialdéhyde, MDA), 
d 'éléments du système antioxydant (dosages de la vitamine E et des caroténoïdes) 
ainsi que du métabolisme des rétinoïdes. Considérant la grande variété de 
contaminants présents dans l'écosystème du lac Saint-Piene le but de cette étude n'est 
pas d'établir des relations de cause à effet, mais bien de brosser un premier portrait de 
l'état de santé de la perchaude selon un gradient de perturbation anthropique, où le lac 
Saint-Pierre présenterait le plus haut degré. 
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1.3 .1 Effet de la contamination et des pressions anthropiques sur la morphométrie et 
la condition physiologique de la percbaude au LSP 
Compte tenu des apports considérables en contaminants provenant des principaux 
tributaires et de l'exploitation des plaines inondables, il était attendu que la 
condition physiologique, évaluée par le coefficient de Fulton (relation entre la 
taille et le poids), soit affaiblie chez les perchaudes provenant du LSP. Les études 
de Defo et al. (20 12) et de Spear et al. (2009) rappo11ant qu'en milieu contaminé les 
indices de croissance sont moindres qu'en milieu non contaminé, ainsi que le faible 
taux de cro issance de la population de percbaude du LSP rapporté par Mailbot et al. 
(20 15) suppo11ent cette hypothèse. 
1.3.2 Effet de la contamination et des pressions anthropiques sur 1 'état du système 
rédox et des rétinoïdes au LSP. 
Avec les nombreuses perturbations agissant sur l'intégrité du LSP, nous nous 
attendions à un déséquilibre du système rédox et des rétinoïdes. La peroxydation des 
lipides étant l' un des premiers dommages oxydatifs pouvant être mesurés chez les 
organismes soumis à de hauts niveaux de stress (voir revue de Valavanidis et al. , 
2006), il était attendu que la mesure de la peroxydation des lipides soit plus 
élevée au site le plus perturbé, soit au LSP, témoignant d'une hausse du stress 
oxydant. Plusieurs études ont d'ailleurs démontré des hausses significatives de la 
peroxydation des lipides chez les poissons exposés à certains pesticides, dont la 
deltaméthrine (Sayeed et al. , 2003 ; Yonar et Sakin, 2011), l 'endosulfane (Pandey et 
al., 2001) et l ' imidaclopride (Ge et al., 2015). 
Les caroténoïdes et l 'a.-tocophérol étant de forts an ti oxydants et dépendant de la 
diète, il était attendu qu'une augmentation de la peroxydation des Lipides soit 
corrélée avec une baisse des niveaux en caroténoïdes ou en a-tocophérol. Une 
telle relation devrait être plus accentuée au LSP, considérant l'importance des 
apports en contaminants. En effet, plusieurs pesticides sont reconnus pour favoriser 
une hausse de la production d' ERO chez différentes espèces aquatiques: l ' atrazine 
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(Nwani et al., 2010), le glyphosate (Sinhorin et al., 2014) et les néonicotinoïdes (Ge 
et al. , 2015) sont largement retrouvés dans les effluents du LSP, dont la Rivière 
Yamaska, Saint-François et Nicolet, ainsi que Maskinongé et du Loup (Giroux, 
2015) . 
Les études de Arcand-Hoy et Metcalfe (1999) et de Zhang et al. (2002) démontrent 
que les rétinoïdes peuvent être altérés suite à l' induction de CYP450 par certains 
contaminants. Selon Payne et al. ( 1998), il existe un lien potentiel entre le stress 
oxydant et un amoindrissement des niveaux hépatiques en rétinoïdes. De plus, l'étude 
de Boily et al. (2009) rapporte une perturbation du métabolisme des rétinoïdes 
hépatiques entre l' estérification (LRAT/ARAT) et l'hydrolisation des esters (HER) 
chez les ouaouarons (Lithobates catesbeiana) fortement exposés à la contamination 
agricole. Donc, il était attendu que les perchaudes démontrent un 
amoindrissement global des rétinoïdes (plasmatique et hépatiques) suivant le 
gradient de pression présumé le long du fleuve Saint-Laurent, où des effets plus 
marqués seraient observables chez les perchaudes du LSP. 
Considérant 1 ' étroite relation entre les rétinoïdes avec la croissance et le système 
rédox (Alsop et al., 2008 ; Defo et al. , 2012 ; Spear et al. , 2009), des corrélations 
significatives étaient attendues entre les rétinoïdes, les caroténoïdes, l'a-
tocophérol et le coefficient de condition de Fulton. Plus spécifiquement, une 
réduction de la condition physiologique témoignant d'un déséquilibre de l'état 
du système oxydant et des rétinoïdes chez les perchaudes du LSP était attendue. 
CHAPITRE Il 
APPROCHE EXPÉRIMENTALE ET MÉTHODOLOGIE 
Ce 2° chapitre fait état de l' approche expérimentale et de la méthodologie qui ont été 
utilisées afin de répondre aux objectifs de l' étude, où l'analyse comparative repose 
sur un gradient de pression anthropique dans le fleuve Saint-Laurent. Des perchaudes 
ont donc été échantillonnées, et ce, pour 2 années consécutives, soit en 2013 et en 
2014, afin d' explorer l'effet de ce gradient sur l'état physiologique et biochimique 
des perchaudes par l'évaluation des paramètres morpbométriques et des biomarqueurs 
du système rédox (peroxydation des lipides, caroténoïdes, rétinoïdes et a-tocophérol) . 
La quantification par chromatographie liquide à haute performance (CLHP) en phase 
inverse avec détection aux ultra-violets (UV) des caroténoïdes, rétinoïdes et a-
tocopbérol est largement utilisée en écotoxicologie aquatique. La répartition de ces 
composés chez certains organismes aquatiques, dont les téléostéens, ainsi que 
l'altération de leur métabolisme en présence de contaminants à mainte fois été 
analysées par quantification au CLHP permettant une comparaison intéressante avec 
la littérature (Doyon et al., 1998 ; Tacher et al. , 2002 ; Zhang et al. , 2002). Le 
principe de la méthode CLHP est basé sur la polarité des composés, où 1 'utilisation 
d 'une colonne analytique permet leur séparation selon leur affmité avec la phase 
mobile versus la phase stationnaire et leur longueur d 'onde. Le dosage des substances 
réagissant avec l' acide thiobarbiturique (TBARS, thiobarbituric acid reactive 
substance) est une méthode simple et efficace de quantifier 1 'aldéhyde prépondérant 
résultant de la peroxydation des lipides, soit le MDA (Esterbauer et Cbeeseman, 1990 
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; Morrow et Roberts li, 1996 ; Pilacik et al. , 2002). Le principe de cette méthode 
réside dans la fonnation d'un « pigment rosé » issu d 'une réaction en milieu acide et 
à haute température d' une molécule de MDA avec deux molécules d ' acide 
thiobarbiturique (TBA). Cette réaction entraîne la formation d'un complexe coloré 
détectable par spectrophotométrie (Esterbauer et Cheeseman, 1990 ; Draper et al., 
1993; Ohkawa et al. , 1979). 
Bien que les échantillonnages et les analyses statistiques soient demeurés similaires 
d 'une année à l'autre, les méthodes analytiques utilisées en 2013 ont été raffinées afin 
d 'optimiser le rendement et minimiser la quantité de tissu nécessaire pour les 
analyses de 2014. Les détails relatifs à ces changements sont présentés en annexe. 
2.1 Sites d' échantillonnages 
Les perchaudes ont été échantillonnées pour 2 années consécutives, soit en 2013 et en 
2014, à 6 et à 5 sites respectivement, le long du fleuve Saint-Laurent (voir figure 2.1). 
Les sites ont été comparés selon un gradient de pression anthropique d'amont en aval 
selon l'ordre suivant; lac Saint-François (LSF) < lac Saint-Louis (LSL) < lac Saint-
PieiTe (LSP). Le LSF est caractérisé par les propriétés physico-chimiques ainsi que 
les apports industriels et urbain provenant majoritairement (98%) des Grands Lacs. 
Le LSL, dont le territoire adjacent est dominé par des zones urbaines et industrielles, 
reçoit trois masses d'eau : au nord par la rivière des Outaouais, au centre par les eaux 
des Grands Lacs et au sud par les tributaires Saint-Louis et Châteauguay (La Violette, 
2004) . Le LSP est aussi alimenté par trois masses d'eau distinctes provenant de 
plusieurs grands tributaires représentant un apport en contaminants très varié 
(Frénette et Vincent, 2003 ; Hudon et Carignan, 2008 ; La Violette, 2004) . Le sud du 
LSP reçoit les apports des rivières Richelieu, Yamaska et Saint-François dont les 
bassins ver ants sont reconnus pom l'exploitation agricole intensive. La portion sud 
du LSP reçoit des apports considérables en contaminants agricoles de ces tro is 
tributaire , mai également de 1 'exploitation des plaines inondables (Hudon et 
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Carignan, 2008 ; La Violette, 2004 ; Richard et al. , 2011 ). Au nord, la contribution en 
contaminants agricoles est limitée aux rivières Maskinongé et du Loup, la qualité des 
eaux étant majoritairement influencée par la pollution résiduelle de Montréal et des 
municipalités riveraines (La Violette, 2004) . 
Contrairement au LSF, les LSL et LSP sont caractérisés par des masses d'eau 
hétérogènes de part et d'autre du chenal de navigation. Ces masses d'eau se 
différencient par le débit, les apports en contarninants et leurs propriétés physico-
chimiques (Frénette et Vincent, 2003 ; Hudon et Carignan, 2008 ; La Violette, 2004). 
Il s'est avéré impératif, dans notre échantillonnage, d'évaluer l'influence potentielle de 
ces divergences entre les rives sud (S) et le nord (N) pour le LSL et le LSP (figure 
2.1). De plus, pour l'échantillonnage de 2013, un 6e site a été ajouté, soit l'Île 
Beauregard (IB) . Ce site, localisé en aval de l'usine d'épuration de la ville de Montréal 
(figure 2.1 ), est reconnu pour être altéré par une forte contamination urbaine et 
industrielle (Houde et al. , 20 14 ; Marcogliese et al. , 20 15). 
l.SP-N 
(Maskinongé) 
Figure 2.1: Locali sa tion des sites d ' échantillonnages de perchaudes (étoi les) pour les campagnes de 
201 3 et de 2014 le long du fl euve Saint-Laurent. LSF, lac Saint-François ; LSL-N , lac Saint-Loui s 
nord; LSL-S, lac Saint-Louis sud ; LSP-N , lac Saint-P ierre nord ; LSP-S, lac Saint-Pierre ud ; lB , Île 
Beauregard . 
---------- ------------------------
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2.2 Échanti llonnages : Captures, mesures morphométriques et prélèvements 
Au printemps 20 13 et 2014, entre 15 et 30 perchaudes, ont été capturées à chacun des 
sites au moyen d'une seine ou de verveux. Les poissons ont été euthanasiés avec une 
solution d'eugénol. Les captures et le traitement des poi sons étaient confom1es aux 
exigences du Comité Institutionnel de Protection des Animaux de l' UQAM 
(CIPA#879). Le poids (g), la longueur (mm) et la circonférence (mm) ont été 
mesurés, et l'indice de condition de Fulton (K) a été calculé selon l'équation suivante: 
K = 105 x poids(g)/taille(mm) (Barnham et Bax ter, 1998). Le foie entier ainsi que des 
échantillons de muscle (0, 1 à 0,5 g) ont été prélevés pour chaque perchaude capturée. 
Les tissus ont été immédiatement mis sur glace sèche, puis conservé au -80°C 
jusqu'au moment des ana lyses en laboratoire. Le sexe a été déterminé suite à 
l' ana lyse histologique des gonades effectuée par le Centre Québécois sur la santé des 
animaux sauvages (CQSAS) de la faculté de Médecine Vétérinaire de l'Université de 
Montréal. L'âge des perchaudes capturées a été estimé par le MFFP selon la méthode 
de dénombrement des anneaux de croissance sur les opercules décrite dans 
Deschamps (2013). En se référant à la théorie rapportée par Brown et al. (2009) et par 
Bernatchez et Giroux (2000), les perchaudes âgées entre 1 et 2 ans ont été classées 
comme juvéniles et celles âgées de 3 ans et plus ont été classées comme adultes. Un 
volume de sang (300 à 800 f.ll) a également été prélevé à partir de la veine caudale 
avec des aiguil les pré-héparinées. Les échantillons de sang ont été conservés sur glace 
10 min avant d 'être centrifugés à 5 000 x g durant 3 min. Le plasma a été transféré 
dans un nouveau tube et immédiatement déposé sur glace sèche. Les échantillons de 
plasma ont été conservé au -80°C jusqu'aux moment des analyses en laboratoire. En 
20 13 , une co ll ecte de larves de perchaude a été effectuée par "push net" tel que décrit 
dans Bertolo et al. (2012). Les larves (entières) ont été congelées sur glace sèche, puis 
conservées dans un congélateur à -80°C jusqu 'aux analyses des biomarqueurs. Cette 
collecte n 'a pas été reconduite en 2014. 
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2.3 Méthodes analytiques des biomarqueurs pour 2013 
2.3 .1 Quantification par chromatographie liquide à haute perfonnance (CLHP) 
L'ensemble des manipulations relatif à la quantification des caroténoïdes, rétinoïdes 
et a-tocophérol a été effectué sous lwnière jaune afin de prévenir la photo-
dégradation des composés. 
2.3 .1.1 Caroténoïdes, rétinoïdes et a-tocophérol dans le foie et les larves entières 
Pour 2013 , la méthode d'extraction des caroténoïdes, des rétinoïdes et de l'a-
tocophérol du foie des perchaudes a été effectuée selon la méthode de Spear et Moon 
(1986). Brièvement, pour chaque échantillon, 200 mg de foie ont été préalablement 
déshydratés avec 2,0 g de sodium sulfate anhydre (Na2S04) (Anachemia Science, 
Lachine, Qc, Canada) par broyage au mortier et pilon. La poudre résultante a été 
transférée dans un tube de borosi licate à bouchon vissable, dans lequel a été ajouté un 
volume de 5 ml d'hexane (Sigma-Aldrich Ltd., Oakville, ON, Canada) contenant 
0,1% d'hydroxytoluène butylé (BHT) (Sigma-Aldrich Ltd. , Oakville, ON , Canada). 
Subséquemment, chaque tube de borosilicate a été remué durant 15 min, puis 
centrifugé à 1 625 x g durant 5 min. Un volume de 500 !J.l de surnageant a été 
récupéré et transféré dans une éprouvette, puis évaporé à sec avec un concentrateur 
évaporateur (EppendorfTM, Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada) à 45°C durant 10 
min. Le condensé ainsi obtenu a été suspendu dans 200 !J.l d'acétonitrile (ACN) 
(Sigma-Aldrich Ltd. , Oakville, ON, Canada), puis vo11exé durant 30 sec avant 
l'injection au CLHP. 
L ' extraction des caroténoïdes, des rétinoïdes et de l'a-tocophérol des larves entières a 
été effectué selon la méthode de Hedrei Helmer et al. (2014) . Chaque larve a été 
mesurée c~ 24 mm) et pesée c~ 0,180 g) , puis homogénéisée dans un tube en verre 
par Polytron (Kinematica AG, Bohemia, NY, USA) sur glace avec 3 ml de PBS 
contenant 0, 1% d'acide ascorbique (Fisher Scientific, Saint-Laurent, QC, Canada). 
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Un volume de 2 ml d'homogénat a été transféré dans un tube de borosilicate. Un 
volume de 1 ml d'éthanol contenant 0,1% de BHT a été ajouté au volume 
d 'homogénat, puis vortexé durant 30 sec. Trois extractions successives ont été 
réalisées. La première extraction, consistait en l'ajout de 4 ml d' une solution 
d' hexane-acétone (50%:50%) comprenant 0,1 % de BHT. Pour les deux dernières 
extractions, un volume de 3 ml de la solution hexane-acétone a été utilisé. Après 
chaque volume ajouté, le mélange a été vortexé durant 90 min et centrifugé à 2 000 x 
g durant 5 min, puis à la fin de chaque série d' extraction, un volume de 1, 7 ml de 
surnageant a été récupéré et transféré dans une éprouvette. L'extrait a alors été 
successivement évaporé à 45°C durant 10 min. Le condensé ainsi obtenu a été 
suspendu dans 400 !li d' ACN, vortexé durant 30 sec, puis centrifugé à 250 x g durant 
3 min avant injection au CLHP. 
La quantification des rétinoïdes, des caroténoïdes et de l'u-tocophérol dans le foie et 
dans les larves entières s'est effectué en 20 13 sur deux systèmes de CLHP en 
parallèle, soit un premier système pour la quantification des rétinoïdes et un second 
système pour la quantification de caroténoïdes et de l'u-tocophérol. 
CLHP 1: Rétinoides 
Dans le premier système de CLHP, la méthode de détection a été basée sur celle de 
Doyon et al. (1998) . Un volume de 50 !-!1 de chaque extrait a été injecté dans un 
système CLHP en phase inverse (Water Corporation, Milford, MA, USA) équipé 
d 'un programme Empower, des pompes Waters 510, ainsi que d'un détecteur Waters 
486 programmé à 326 nm pour la détection des rétinoïdes. Les rétinoïdes ont été 
séparés avec une colonne analytique ACE Cl8 de 4,6 mm x 250 mm avec des billes 
de 5 !lm de diamètre (Canadian Life Science, Peterborough, ON, Canada) . La phase 
mobile qui a été utilisée suivant un gradient linéaire de 95% d'H20:lS% de méthanol 
(MeOH) à 68% de Me0H:32% d'acétate éthyle (Sigma-Aldrich Ltd, Oakiville, ON, 
35 
Canada) après 6 min. Cette condition a été maintenue pendant 21 min, pour revenir à 
la condition initiale à 27 min pour un temps d ' élution totale de 29 min. Un débit 
constant a été maintenu à 1 ml/min. Les aires sous la courbe de tous les composés ont 
été identifiées et quantifiées avec des standards chimiques (Sigma-Aldrich, Oakville, 
ON, Canada). Sous ces conditions, cinq rétinoïdes ont été détectés: tout-trans-3 ,4-
didéhydrorétinol (DROH, 6,5 minutes) , tout-trans-rétinol (ROH; 7,3 min) , palmitate 
3,4-didéhydrorétinol (DP AL, 17,2 min) et tout-trans palmitate de rétinol (PAL; 18.8 
min). 
CLHP 2: Caroténoïdes et (J.-tocophérol 
Dans le second système, la méthode de détection des caroténoïdes et de 1' a-
tocophérol a été basée sur celle d 'Hedrei Helmer et al. (2014). Un volume de 70 ~-tl 
d ' extrait de foie ou de 50 ~-tl d'extrait de larve a été injecté dans un système CLHP 
équipé d'un détecteur Waters 2487 programmé à 445 et 292 nm pour la détection des 
caroténoïdes et de l' a-tocophérol respectivement. Les analytes ont été séparés par une 
colonne analytique Chromegabond C30 de 4,6 mm x 250 mm avec des billes de 5 ~-tm 
de diamètre (Canadian Life Science, Peterborough, ON, Canada). La phase mobile 
qui a été utilisée suivant un gradient linéaire de 84% d 'ACN:9% d ' MeOH:7% d'H20 
à 68% de Me0H:32% d'acétate éthyle après 12 min. Cette condition était maintenue 
pendant 11 min, pour revenir à la condition initiale à 24 min pour un temps d'élution 
totale de 35 min . Un débit constant a été maintenu à 1,5 ml/min. Les aires sous la 
courbe ont été identifiées et quantifiées avec des standards chimiques de caroténoïdes 
(DHI Lab Products, H0rsholm, Danemark) et d'a-tocophérol (Sigma-Aldrich, 
Oakville, ON, Canada). Sous ces conditions, huit caroténoïdes ont été détectés: , la 
fucoxanthine (5 ,7 min) , diatoxanthine (9,8 min) , lutéine (10,2 min) , zéaxanthine (10,5 
min) , cryptoxanthine (15 ,2 min), lycopène (18 ,9 min), a-carotène (21 ,5 min) et P-
carotène (21 ,9 min) , en plus de l' a-tocophéro1 (14,8 min) . 
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2.3.1.2 Rétinoïdes dans le plasma 
Les extractions et la quantification des rétinoïdes plasmatiques, pour les échantillons 
de 2013, ont été effectuées selon la méthode de Bérubé et al. (2005) sans 
modification, excepté pour le volume évaporé à sec qui était de 2,8 mL. Les 
condensés ont été resuspendus dans 100 111 ACN puis vortexés durant 30 min avant 
d 'être injectés. Un volume de 80 111 a été injecté dans un système CLHP, tel que 
décrit pour les rétinoïdes hépatiques (CLHP 1 ). Les analytes ont été séparés avec une 
co lonne analytique ACE C18 de 4,6 mm x 250 rrun avec des billes de 5 11m de 
diamètre (Canadian Life Science, Peterborough, ON, Canada). Sous ces conditions, 
cinq rétinoïdes ont été détectés ,: tout-trans 3,4-didéhydrorétinol (DROH, 14,3 
minutes), 13-cis acide rétinoïque (13-cis AR; 18,1 min) , tout-trans retinol (ROH; 
19,8 min) , 9-cis acide rétinoïque (9-cis AR; 20,3 min) et tout-trans acide rétinoïque 
(tout-trans AR; 21,5 min) . Considérant les très faib les niveaux d 'ac ides rétinoïque 
quantifiés dans le plasma, il s'est avéré plus adéquat de les groupers, et ainsi une 
addition des aires sous la courbe a été fa ite. 
2.3.2 Dosage des TBARS dans le muscle 
Pour 20 13, la peroxydation des lipides a été évaluée dans le muscle de perchaude, 
ainsi que dans les larves entières par dosage des TBARS basé sur la méthode de 
Ohkawa et al. (1979). Le muscle (masse :::::: 250 mg) a été homogénéisé dans 2 ml de 
solution de phosphate à pH neutre (PBS). L 'homogénat (1 ,5 ml) a été centrifugé à 4 
000 x g durant 10 min à 4°C. Pour les larves, l 'homogénat a été préparé avec environ 
180 mg de tissu dans 3 ml de PBS contenant 0,1 % d 'acide ascorbique et a été 
centrifugé à 10 000 x g durant 10 min à 4 oc. Le surnageant (200 111) de chaque 
échantillon a été transféré dans une éprouvette. Les étapes subséquentes ont été 
effectuées exactement tel que décrit dans Hedrei Helmer et al. (201 4). Les niveaux en 
TBARS (nmoi/g de tissu) ont été détenninés par fl uorescenc.:e en utili sant un lecteur 
de microplaque (Tecan , Morri ville, NC, USA) muni du logiciel i-Control 9 
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programmé à une excitation de 532 nm et une émission de 553 nm pour un volume 
total de 200 ~1 de surnageant par puits dans une microplaque de quartz (Hellma 
Canada Ltd, Markbam, ON, Canada). Une courbe standard a été préparée en 
duplicatat à pa1tir d'une solution de 1,1 ,3,3,3-tétraméthoxypropane (TTMP, Sigma-
Aldrich LTD, Oakville, On, Canada), afin d'obtenir des concentrations finales variant 
de 5 à 300 nM. 
2.4 Méthodes analytiques des biomarqueurs pour 2014 
La campagne de 2014, s'inscrivant également dans un projet plus global sur 
l 'investigation des effets biologiques des contaminants sur les espèces aquatiques 
supporté par le Ministère de Pêche et Océan Canada, a défmi des objectifs 
méthodologiques supplémentaires à la présente étude voulant l' optimisation des 
méthodes analytiques utilisées en 2013. La quantification des caroténoïdes, des 
rétirwïdes et la vitamine E (a-tocophérol) dans le foie a donc été optimisé avec un 
système de chromatographie liquide à ultrahaute performance (CLUHP), plus rapide 
et plus sensible (Granado-Lorencio et al., 201 0). Dans le même souci d'optimiser la 
détection des rétinoïdes du plasma, nous avons également adapté une méthode sur le 
système CLUHP. Ce raffinement de méthode a permis d'optimiser le temps d 'analyse 
et de minimiser la quantité de tissu nécessaire. De plus, le transfert de méthode a 
permis de centraliser les analyses en utilisant un seul système de chromatographie. 
Les détails relatifs aux transferts de méthodes sont présentés à l'annexe A. 
L'évaluation de la peroxydation des lipides a également été optimisée pour une 
méthode hybride entre celle d ' Hedrei Helmer et al. (20 14) et celle de Came jo et al. 
(1998). La méthode de dosage des TBARS en microplaque ainsi mise au point a 
permis de réduire le temps d'analyse tout en augmentant le nombre d 'échantillons par 
analyse, ainsi que de minimiser la quantité de tissu nécessaire. Les détails relatifs à 
l'adaptation de méthode des TBARS sont présentés à l'annexe B. 
38 
2.4.1 Quantification par chromatographie liquide à ultrahaute performance 
(CLUHP) 
Le CLUHP utilisé (Agilent Technologies Canada, Toronto, ON) était un système à 
alésage étroit de la série 1200 composé d'un dégazeur, d'une pompe binaire et d'un 
injecteur automatique. Les analytes ont été séparés avec une colonne Zorbax Eclipse 
Plus C-18 de dimension 3,0 X 50 mm avec des billes de 1,8 f.U11 de diamètre (Rapid 
Resolution HT; Agilent Technologies Canada, Toronto, ON) munie d'une colonne de 
garde de type Poroshell 120 SB-Cl8 de dimension 3,0 X 5,0 mm avec des billes de 
2,7 f.U11 de diamètre (UHPLC Guard; Agilent Technologies Canada, Toronto, ON). 
Les analytes ont été détectés avec un détecteur UV à balayage (diodearray, DAD; 
Agilent Technologies Canada, Toronto, ON) en lecture continue. Le système était 
équipé du logiciel Chemstation (OpenLab CDS Chemstation edition LC-LC/MS 
systems; Rev C.Ol.07 SRI [113] ; Agitent Technologies Canada, Toronto, ON). 
L'ensemble des manipulations ont également été effectuées sous lumière jaune. 
2.4.1.1 Caroténoïdes, rétinoïdes et a-tocophérol dans le foie 
Pour les échantillons de foie de 2014, l'extraction des caroténoïdes, des rétinoïdes et 
de l' a-tocophérol a été effectuée suivant la méthode de Spear et Moon (1986), dont 
les volumes utilisés suite à la centrifugation de 1 625 x g durant 5 min ont été 
modifiés pour s ' adapter au système CLUHP. En effet, un volume de 1,5 ml de 
surnageant a été récupéré dans une éprouvette (75 x 12 mm) et évaporé à 45°C durant 
15 min par concentrateur évaporateur. Le condensé a été suspendu dans 200 111 
d'ACN puis vortexé durant 30 sec avant d'être transféré dans un vial ambré de 2,0 ml 
(Canadian Life Science, Toronto, ON, Canada) contenant un "insert" de 350 111 
(Canadian Life Science, Toronto, ON, Canada). Un volume de 20 111 a été injecté 
dans le système du CLUHP. La phase mobile utilisée, adaptée de la méthode Hedrei 
Helmer et al. (2014), suit un gradient linéaire allant de 80% d ' ACN , avec 10% de 
MEOH et 10% H20 au temps zéro jusqu'à 85% de MEOH et de 15% d 'acétate 
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d'éthyle après 8 min, et ce, dw-ant 20 min pour un retour progressif au solvant initial à 
21 min. Les conditions définitives ont été maintenues jusqu'à 25 min. Le débit a été 
maintenu constant à 0,4 ml/min. Sur ce système les temps de rétention des 
caroténoïdes (445nm) étaient les suivants: 2,1 min pour la fucoxanthine, 4,8 min pour 
la diatoxanthine, 5,3 min pour la zéaxanthine, 5,3 min pour la lutéine, 10,4 min pow-
l'a-crytoxanthine, 10,6 min pour la P-cryptoxanthine, 13,5 min pour le lycopène, 15,3 
min pour l' a-carotène et 15,8 min pour la ~-carotène . Le DROH et le DPAL ont été 
détectés à 350 nm à des temps de rétention de 1,8 rrun et 13,1 min respectivement 
alors que le ROH a été détecté à 2,3 min et le PAL à 14,4 min à 325 run. Enfin, le 
temps de rétention de l'a-tocophérol était de 9,9 min à 292 run. Les aires sous la 
courbe relatives aux isofonnes a et p ont été groupées, tant pour les cryptoxanthines 
que les carotènes lors des analyses statistiques. La zéaxanthine et la lutéine ont 
également été combinées formant le groupe « autres xanthophylles ». 
2.4.1.2 Rétinoïdes dans le plasma 
Pour les échantillons de plasma de 2014, l'extraction des rétinoïdes a été effectuée 
selon la méthode décrite par Bérubé et al. (2005), avec des volumes coupés de moitié, 
soit un volume de 100 ~1 de plasma, 100 ~1 de méthanol (contenant 1,1 mg/ml de 
BHT), 500 ~l de solutions d'extractions (x3), et un volume de 400 ~1 (x l) et de 500~1 
(x2) de surnageant ont été récupérés pour l'évaporation. Le condensé fina l a été 
resuspendu dans 75 ~l d'acétonitrile (ACN) puis vortexé durant 30 sec avant d 'être 
transféré dans un Vial ambré de 2,0 ml comprenant un insert de 150 ~l (Canadian 
Life Science, Toronto, ON , Canada). Un volume de 20 ~1 a été injecté dans le 
système de CLUHP. La phase mobile utilisée, adaptée de la méthode de Gauthier et 
al. (en rédaction), suit un gradient de 50% ACN et 50% H20 augmentant à 70% ACN 
pour 30% H20 durant 2 min, puis à 85% ACN et 15% H20 jusqu 'à 6 min. Cette 
condition est maintenue pendant 8 min (soit jusqu'à temps = 14 min). La phase 
mobile revient en gradient linéaire à la condition initiale au temps 20, soit à 50% 
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ACN et 50% H20 . Cette condition est maintenue jusqu 'à 25 mm avec un débit 
constant de 0,5 ml/min. La phase mobile a été acidifié avec de l'acide fonnique 
(0, 1 %). Le temps de rétention pour le DROH était de 6,6 min. Pour l'acide rétinoïque, 
nous avons obtenu un temps de rétention de 7,3 min pour le 13-cis AR, 7,4 min pour 
le 9-cis AR et 7,5 min pour le tout-trans AR. Le DROH et les AR ont été détecté à 
350 nm. Le tout-trans ROH a été détecté à 325 nm à un temps de rétention de 7,6 min 
et celui du RALD de 8,5 min à 380 nm. Les aires du 13-cis AR et 9-cis AR ont été 
aditionnées pour fo rmer le groupe «cis AR », ainsi que pour les aires du tout-trans 
ROH et le tout-trans RA fo rmant le groupe« autres rétinoïdes ». 
2.4.2 Dosage des TBARS dans le muscle et le fo ie 
Les échantillons de muscle et de fo ie ont été homogénéisés selon la proportion 0,125 
g/ml de tampon phosphate (PBS) à pH 7,5 comprenant 0,1% (w/v) d'acide ascorbique 
(Fisher Scientific, Saint-Laurent, QC, Canada) et des inhibiteurs de protéases, soit 
1 'an ti pain et la pepstatine (Sigma-Aldrich Ltd, Oakiville, ON , Canada) . L'homogénat 
a été centrifugé à 4 000 x g dmant 10 min à 4 oc. Le smnageant a été épuré selon la 
méthode de précipitation des protéines au sodium déoxycholate (DOC) et à l'acide 
trichloracétique (TCA) décrite par Peterson (1977). Pom 200 1 . .d de smnageant, un 
volume 100 ~-tl de DOC (Acros Organics Chemicals, New Jersey, NJ, É-U) à 0,15% 
(w/v) a été ajouté puis vortexé dmant 30 sec pour être ensuite incubé sur glace dmant 
10 min. Un volume de 100 ~-tl de TCA (Anachemia Science, Lachine, QC, Canada) à 
72% (w/v) a ensuite été ajouté et le tout agité vigoureusement durant 30 sec. Les 
échantillons ont ensuite été centrifugés à 9 000 x g dmant 15 min à 4 °C. Le dosage 
des TB ARS a été effectué selon la méthode décri te par Camej o et al. ( 1998) à partir 
du surnageant obtenu. La microplaque a été refermée et recouverte de papier 
aluminium avant d'être incubée à 80-90°C sm un bloc chauffant (Fisher Scientific, 
Saint-Laurent, QC, Canada) durant 60 min. Une incubation sur glace durant 10 min a 
été effectuée afin d 'arrêter la réaction . La lecture de la réaction a ensuite été faite au 
spectrophotomètre (Power Wave HT microplate Spectrophotometer; BioTek, 
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Winooski, VT, US) à une longueur d 'onde de 530 nm et celle de la tmbidité à 650 
nm. Cette seconde lecture permet ainsi de soustraire 1 'effet de la turbidité tel que 
proposé par Camejo et al. (1998). Une courbe standard a été préparée en duplicatat 
afin d'obtenir 5 quantités variant de 0,14 à 2,25 nmole de TTMP par puits . 
2.5 Analyses statistiques 
Les analyses statistiques des données obtenues pour les campagnes 
d' échantillonnages de 2013 et de 2014 ont été effectuées avec le logiciel JMP-Pro 
11.0.0 (SAS lnstitute lnc. , Cary, NC, US). Étant donné que le sexe n 'a démontré 
aucune influence sur les paramètres à 1 'étude, les données ont été considérées comme 
une seule population statistique. Des analyses statistiques indépendantes selon le 
stade de développement ont toutefois été effectuées. Pour 2013, des analyses ont été 
effectuées selon le stade larvaire (moins de 1 an) , le stade juvénile (1 à 2 ans) et le 
stade adulte (3 ans et plus), alors qu ' en 2014 , les analyses statistiques ont été 
réalisées seulement pom le stade adulte (3 ans et plus). En effet, aucune collecte de 
larve n'a été effectuée lors de la campagne de 2014 et seulement 3 juvéniles (1 à 2 
ans) ont été capturés, soit 1 au LSF, 1 au LSL-N et au 1 au LSP-S . Ces derniers n'ont 
donc pas été considérés lors des analyses statistiques. De plus, bien que l'effort de 
pêche ait été similaire à celui porté aux autres sites, seulement 2 perchaudes ont été 
capturées au LSL-N en 2014. Nous avons donc ajouté les données relatives à l' adulte 
échantillonné au LSL-N avec ceux du LSL-S lors de l' analyse statistique, de manière 
à former un groupe identifié comme le site LSL. Étant donné que les méthodes 
analytiques utilisées étaient différentes entre les campagnes d'échantillonnage 2013 et 
2014, nous avons limité la comparaison entre les années à une comparaison 
qualitative. 
Les paramètres morphométriques ainsi que les biomarqueurs ont été comparés entre 
les sites par ANOV A (F) (a = 0,05). Si le modèle était significatif (p ~ 0,05), un test 
de comparaisons par paires a été réalisé avec le test t de Student (a = 0,05). Dans le 
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cas où les conditions d'utilisation n'étaient pas satisfaisantes, soit la normalité de la 
distribution et l' égalité des variances, un test non paramétrique de Kruskal-Wallis (H) 
(a = 0,05) a été effectué. Lorsque le modèle était significatif, une comparaison par 
paires a également été faite avec le test de Dunn (a = 0,05). Des corrélations non 
paramétriques de Spearman (p) ont été effectuées afin d'explorer les relations entre 
les paramètres. Enfin, pour mieux examiner les variations entre les paramètres 
morphologiques et 1 'âge, des analyses en composantes principales (ACP) ont été 
effectuées pour les adultes de chaque site. De plus, en 2014, avec l 'augmentation de 
la puissance statistique, reliée à l'augmentation du nombre d 'effectifs, nous avons 
exploré plus avant l' effet du site sur l' état des rétinoïdes par une modélisation linéaire 
multivariée des niveaux en DPAL selon les niveaux en DROH et les sites. Afin de 
satisfaire aux conditions d 'application de cette analyse , dont 1 'homoscédasticité des 
résidus, une transformation logarithmique des variables continues a été apportée 
conduisant à une modélisation factorielle mettant en relation : LogDPAL avec 
LogDOH, Sites et LogDROH*Sites (a = 0,05). 
CHAPITRE Ill 
RÉSULTATS ET DISCUSSION RELATIFS AUX LARVES, JUVÉNILES ET 
ADULTES ÉCHANTILLONNÉS EN 2013 
Ce 3e chapitre fait état des résultats relatifs aux mesures morphométriques (poids, 
longueur, circonférence et coefficient de condition), à l'âge, ainsi qu 'aux différents 
biomarqueurs à l'étude (TBARS, a-tocophérol, caroténoïdes et rétinoïdes) spécifiques 
à la campagne de 2013. L'objectif global pour cette première campagne 
d 'échantillonnage était d'explorer, selon chacun des stades de développement, l'effet 
du gradient de contamination et de pression anthropique sur 1' état de santé des 
perchaudes en fonction des réponses physiologiques et biochimiques. L'analyse et 
l' interprétation ont permis de juger de la croissance, ainsi que de l'état des systèmes 
rédox et des rétinoïdes. Ces résultats s'inscrivent dans un artic le sownis à la revue 
Ecotoxicology and Environmental Safety (EES) sous le titre : Carotenoids, retinoids 
and redox system in yellow perch subjected to various anthropogenic influences 
along the St. Lawrence River. 
--------- ----------------- ------------ - --- --
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3.1 Résumé 
La population de perchaude du lac Saint-Piene (LSP) a connu une baisse importante 
au milieu des années 1990. L'effet combiné de plusieurs facteurs de stress 
(détérioration de l'habitat pour la reproduction et la croissance, présence d'espèces 
envahissantes et la mauvaise qualité de l'ea u) semble exercer une forte pression sur la 
population de perchaude, actuellement caractérisée par un faible taux de recrutement. 
Afm d'avoir une meilleure idée de l ' impact sur la population du LSP, les perchaudes 
de ce site ont été comparées avec d'autres populations de perchaudes du fleuve Saint-
Laurent le long d'un gradient de perturbation anthropique croissant d'amont en aval: 
Lac Saint-François (LSF) < Lac Saint-Louis (LSL) < LSP. La morphométrie (taille, 
poids, circonférence et coefficient de condition), le système redox (TBARS, vitamine 
E et caroténoïdes) et les rétinoïdes (v itamine A) ont été comparés entre ces différents 
secteurs fluviaux selon le stade de développement: larvaire (< 1 an) , juvénile (1 à 2 
ans) et adulte (::=: 3 ans). Le coefficient de Fulton (K) était semblable entre les sites 
chez les juvéniles (F4,36 = 0.99; p = 0.428), mais il était significativement plus bas 
chez les adultes du LSP (F4,46 = 7.66; p :::; 0.001), suggérant une condition 
physiologique affaiblie. Aux sites les plus perturbés, tel que le LSP, la peroxydation 
des lipides tendait à être plus élevée chez les adultes, tandis que les niveaux en 
lycopene se sont avérés moindres chez les juvéniles (H4,36 = 13.2; p < 0.05) et les 
adultes (H4,43 = 14.5; p < 0.01) . L'analyse des rétinoïdes a révélé que chez cette 
espèce, 90% des rétinoïdes sont de forme « déhydro » (vitamine A2) . Les niveaux en 
palmitate de didéhydrorétinol sont significativement plus faibles chez les perchaudes 
capturées au LSP comparativement aux autres sites, et ce, chez les larves (H3,1 1 = 
28,38; p :::; 0.001), ainsi que dans le foie des juvéni les (H4,35 = 20,47 ; p :::; 0.001) et des 
adultes (H4,45 = 22,08; p :::; 0.001). Ces résultats suggèrent une altération de l'état du 
système rédox et des rétinoïdes. Globalement, les résultats reflètent le gradient de 
pression testé, où les perchaudes provenant des sites les plus impactés (en aval) 
présentent une condition physiologique et biochimique affaiblies comparativement 
aux autres secteurs (en amont). Les paramètres sélectionnés pour cette étude sont des 
indicatems de l'état de santé de populations de poissons pouvant être inclus dans les 
programmes de suivi environnemental dédiés aux espèces vivant dans les 
écosystèmes d'eau douce. 
----------- ·-
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3.2 Absh·act 
The yellow perch population in Lake Saint-Piene (LSP) bas been experiencing a 
significant decline since the mid-1990s. The combined effect of severa! stressors 
(deterioration of habitats for reproduction and growth, invasive species and poor 
water quality) seems to exert great pressure on the yellow perch population in LSP, 
characterized by low recruitment. To get a better idea of the impact on LSP perch, 
fish from this site were compared with other populations ofyellow perch from the St. 
Lawrence River along a gradient of increasing human disturbances from upstream to 
downstream: Lake Saint-François (LSF) < Lake Saint-Louis (LSL) < LSP. 
Morphometry (size, weight, circumference and Fulton factor) , the redox system 
(TBARS, vitamin E and carotenoids) and retinoids (vitamin A) were compared 
between larvae (< 1 year) , juveniles (1-2 years old) and adults (:::: 3 years) from these 
sectors of the St. Lawrence River. Fulton's condition factor was similar between sites 
for juveniles (F4,36 = 0.99; p = 0.428) but were significantly lower in LSP adults (F4 ,46 
= 7.66; p :S 0.001), suggesting a weakened physiological condition. In most 
contaminated sites as LSP, lipid peroxidation tended to be higher in adults whereas 
the lipophilic antioxidant lycopene were lower in juveniles (H4,36 = 13.2; p < 0.05) 
and adults (H4,43 = 14.5 ; p < 0.01) stages. Retinoid analysis revealed that for this 
species of fish , more tb an 90% of retinoids were in the "dehydro" form (vitamin A2) . 
Didehydroretinyl palmitate (reserve) levels were significantly lower for LSP fish 
compared to other sites, not only in larvae (H3,71 = 28.38; p :S 0,001) but also in the 
livers of juveniles (H4,JS = 20.47; p :S 0.001) and adults (H4 ,45 = 22.08; p :S 0.001) . 
These results suggest an altered metabolism in the redox and retinoid systems. The 
overall results reflect the "pressure" gradient that we have tested , where the perch 
from the most affected sites ( downstream) bad impaired physiological and 
biochemical conditions compared to other sectors (upstream) . The parameters that we 
selected for this study are all indicators of fish population health status and could be 
included in environmental monitoring programs dedicated to fish species living in 
fresbwater ecosystems. 
Keywords 
Biomarker, Dehydroretinol, Tocopherol, TBARS, Carotenes, Xanthopbylls, Lake 
Saint-Pierre 
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3.3 Introduction 
The population of yellow perch in Lake Saint-Pierre (St. Lawrence River, see figure 
3.1) has been declining for over 20 years despite many restrictive measures and 
various management plans. ln addition to pressure from the fishing industry, other 
factors may play a role in the decline of this important socioeconomic species, such 
as deterioration of habitats for reproduction and growth, introduction of exotic 
species and poor water quality (de la Chenelière et al., 2014 ; Magnan et al., in press) . 
A major feature of the yellow perch decline appears to be the low abundance of 
young fish (0- 2 years) , especially in the southern pa1i of LSP (Magnan et al. , in 
press). This area is known to receive waste from agricultural watersheds (Richelieu, 
Yamaska and Saint-François) under wide-row cultivation, mainly maize and soy 
(Hudon et al. , 2011; La Violette, 2004 ; Richard et al. , 2011). Earlier studies 
conducted in the Y amas ka watershed showed a significant impact on the health of the 
bullfrog (Lithobates catesbeianus), namely growth retardation (Spear et al., 2009), 
parasitic infections, low immune competence and high acetylcholinesterase activity 
(Marcogliese et al., 2009). ln addition, the contents of retinoids (vitamin A) for these 
frogs were altered. In males, total retinyl ester and retinol from the liver were 
decreased, as was retinol in plasma. Other ecotoxicological studies have made an 
association between urban or agricultural contaminants and fish retinoid system 
disturbances (A isop et al., 2003 ; Defo et al. , 2012 ; Doyen et al. , 1998 ; Zhang et al., 
2002) . ln the case of LSP yellow perch struggling with deficient recruitment, the 
study of retinoids seems more than appropriate, as retinoids are essential to biological 
functions such as early development (Oliveira et al. , 2013), growth and reproduction 
(Alsop et al., 2005 , 2008). 
Retinoids are derived from food-related carotenoids. The following provitamin A 
carotenoids have been identified in fish: cryptoxanthin, a-carotene, ~-carotene , 
astaxanthin, canthaxathin, zeaxanthin, lutein and tunaxanthin (Kaisuyama et 
Matsuno, 1988 ; Matsuno, 1991 ). From a metabolic point of view (see figure 3 .2), 
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these precursors are oxidized in retinaldehyde (RALD) or dehydroretinaldehyde 
(DRALD) in the intestinal mucosa by the carotenoid oxygenase 1 (COl) (Comb, 
20 12c ). The aldehyde formed is reduced by a reductase and th en esterified by 
lecithin-retinol acylh·ansferase (LRAT) or acyl CoA:retino l acy ltransferase (ARA T) 
to form retinyl palmitate (PAL) or dehydroretinyl palmitate (DPAL) (Comb, 2012c ; 
Novak et al. , 2008 ; Shirakami et al. , 20 12). Active functions of vitamin A are carried 
out through retinoic acid (RA). ln the cell, the RA regulates the expression of severa! 
genes by means of a specifie region, retinoic acid response elements (RARE) (figure 
3.2), operated by various isoforms of RAR (retinoic acid receptor, a , ~ and y) and 
RXR (retinoid X receptor, a , ~ and y) (Comb, 2012c ; Novak et al. , 2008). ln 
vertebrates, the main supply of vitamin A is fou nd in the li ver and in sorne fish ( e.g. 
trout) , the dehydro forms dominate in the liver and plasma (Alsop et al., 2005 ; Gesto 
et al., 2012). 
Besides serving as precursors to vitamin A, carotenoids neuh·alize free radicals (see 
review by Kiokias et Gordon (2004) that result from endogenous metabolism related 
to energy production (mitochondria and peroxisomes), inflammatory reactions , 
cytochrome P450 oxidative action and Fenton's reaction (Ames et al. , 1993 ; Fang et 
al., 2002 ; Girotti, 1998). The antioxidant protection of caro teno ids is associated with 
their cenh·al molecular chain, which consists of alternating double (C=C) and single 
bonds (C-C) (Britton , 1995 ; Kiokias et Gordon, 2004) . According to Britton ( 1995), 
this arrangement is a system in which the electrons and ROS can be efficiently 
dislodged and neutralized. For example, the carotenoids lycopene is excellent for 
capturing singlet oxygen ("02), hydroxyl radicals ("OH) and peroxyl radicals (ROO") 
(DiMascio etal., 1991). 
Vitamin E is a1so a nonenzymatic antioxidant. Biosynthes ized by photosynthetic 
organisms (plants, a lgae and sorne cyanobac teria), vitamin E derivati ves inc!ude al! 
elements of tocopherols and tocotrienols (Brigelius-F lohe et Traber, 1999 ; Cuve li er 
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et al. , 2003). Their antioxidant role is mainly to "trap" peroxyl radicals (ROO"), 
particularly lipid peroxyl radicals (LOO"), which can metabolize lipids (Brigelius-
Flohe et Traber, 1999 ; Girotti, 1998 ; Liebler et al. , 1996). Although severa! 
tocopherol isomers have been identified in vertebrates (a, y and o) (Cuvelier et al., 
2003), a positive discrimination favars the a-tocopherol form (90%) through a 
specifie trans fer prote in or "a-tocopherol trans fer protein" (a-TTP) (Comb, 20 12a). 
Lipoproteins ensure the distribution of a-tocopherol , which is mainly stored in the 
cell membranes of the liver but also in muscle and adipose tissue (Comb, 2012a). 
Severa! pesticides found in agricultural watersheds, including LSP, have been 
shown to increase ROS production in fish, including atrazine (Nwani et al., 201 0), 
glyphosate (Sinhorin et al., 2014) and neonicotinoids (Ge et al., 2015) just to name a 
few . Excessive ROS production affects biological components such as lipids, DNA 
and proteins (see review by Valavanidis et al. , 2006) and consequently, the whole 
organism. Although the redox system and pro-oxidant and antioxidant involvement 
have been the subject of severa! publications on aquatic organisms, few studies have 
focused on comparing the elements of this system at different development stages in 
the same species of fish. ln this study, we analyzed nonenzymatic antioxidants such 
as carotenoids, retinoids and vitamin E (a-tocopherol) in larval, juvenile and adult 
perch. At the same time, we measured lipid peroxidation to estimate oxidative 
damage. Morphometric data (weight, length, circumference and Fulton condition) 
and the age of juveniles and adults were collected to better characterize growth. Our 
objective was to investigate severa! biomarkers in yellow perch depending on stages 
of development and gain a better understanding of the impact of contamination and 
human pressure on physiological and biochemical responses. 
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3.4 Mate rials and methods 
3.4.1 Study sites 
Yellow perch populations were studied at six sites on the St. Lawrence River along a 
west-east gradient of perturbation (anthropogenic disturbances combined witb poor 
water quality) (see figure 3.1 ). LSF was considered to have the lowest degree of 
perturbation, followed by LSL with a moderate degree and LSP with the highest 
degree of perturbation. ln this study, the northem and southern shores of LSL and 
LSP were considered distinct sites due to the presence of the navigation channel (St. 
Lawrence Seaway), which bas limited mixing of water masses from the two sides 
since its construction in 1850 (Frenette et al. , 2003) . A single sampling site was used 
at LSF, which is narrower and less influenced by the navigation channel. This site is 
characterized by physicochemical properties and resources of a major water supply 
(98%) from the Great Lakes (La Violette, 2004) . The LSL watershed is dominated by 
urban and industrial activities; the north shore is largely supplied by the Ottawa River 
while the south shore receives inputs from Saint-Louis and Châteauguay 
tributaries(La Violette, 2004). LSP is fed by severa! large tributaries representing 
various sources of contamination. To the south, agricultural activities predominate in 
the Richelieu, Yamaska and Saint-François tributaries (Frenette et al., 2003 ; Hudon 
et Carignan, 2008). Although the north shore is also subject to contributions of 
agricultural contaminants, quality is largely influenced by residual pollution from the 
cities of Montreal and Laval, as well as urban and industrial exploitation in adjacent 
teiTitories (Hudon et Carignan, 2008 ; La Violette, 2004) . The sixth site, Beauregard 
Island (IB), is located near the city of Montreal (see figure 3.1) and receives a large 
portion of its effluents. The lB site was of interest for our study because it bas 
recently been recognized that the ecosystem in this area is experiencing urban and 
industrial pressure (Houde et al., 2014 ; Marcogliese et al., 20 15). 
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3.4.2 Capture of fish and tissue sampling 
ln June 20 13 , yellow perch were caught by beach seine or ho op nets and anesthetized 
with a clove oil solution (250 mg/L). Morphometric measurements, weight (g), length 
(nun) and body circwnference (mm) were noted, and the Fulton condition factor (K = 
105 x weight (g)/size (mm)3) was computed following Bamham and Baxter (2003). 
The whole liver and a sample of muscle tissue (0.1 - 0.5 g) were collected from each 
individual. The tissue was inunediately frozen on dry ice and stored at -80°C until 
biochemical analysis was perfonned. The sex of the fish was detennined following 
histological evaluation of the gonads by the Centre Québécois sur la santé des 
animaux sauvages (CQSAS) at the Université de Montréal 's Faculty of Veterinmy 
Medicine. Estimation of the perch 's age in years was perfonned by the Ministère des 
Forêts, de la Faune et des Parcs (MFFP) by counting the nwnber of growtb annuli in 
operculum, based on Deschamps (2013). According to (Brown et al. , 2009) and 
Bernatchez and Giroux (2000) recommendations, fisb between one to two years were 
classified as juveniles and fisb aged three years or older as adults. Blood (300- 800 
11L) was collected from the caudal vein using a heparinized needle and kept on ice for 
10 min before being centrifuged for three min at 5000 x g. Plasma was transferred to 
a 0.5 mL vial , frozen on dry ice and stored at -80°C until analysis was perfonned. 
Perch larvae were collected at the LSL and LSP sites using push nets only (two-
meter-long plankton-type net; 500-mm mesh) as described in (Bertolo et al. , 2012). 
After capture, whole larvae were immediately frozen on dry ice and stored at -80°C. 
The collections and handling of fish confotmed to animal care permits issued by the 
Université du Québec à Montréal and the Société de la faune et des parcs du Québec. 
3.4.3 Carotenoids, retinoids and tocopherol in liver and larvae 
The metbod for extracting carotenoid and retinoid compounds from livers Uuvenile 
and adult) was based on Spear and Moon (1986) and carried out under yellow light to 
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prevent isomerization of the compounds. Briefly, 200 mg of the li ver was dehydrated 
with 2 g of anhydrous sodium sulfate (Na2S04) (Anachemia Science, Lachine, QC, 
Canada) using a mortar and pestle. The resulting powder was then transferred into a 
screw-cap borosilicate tube into which 5 mL of hexane containing 0.1% of butylated 
hydroxytoluene (BHT) (Sigma-Aldrich Ltd. , Oakville, ON, Canada) was added. 
Tubes were mixed for 15 min and centrifuged at 1625 x g for 5 min. An aliquot of0.5 
mL of supematant was taken and evaporated to dryness in an Eppendorf Vacufuge 
Concentra tor (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada) at 45°C for 10 min. The pellet 
was disso lved in 200 f.!L of acetonitrile, vortexed for 30 seconds and injected into the 
HPLC system. 
Whole larvae were weighed (:::::: 0.180 g), measured (:::::: 24.0 mm) and homogenized on 
ice in a borosilicate tube with 3 mL of PBS containing 0.1 % ascorbic acid (Fisher 
Scientific, Saint-Laurent, QC, Canada). A volume of 2 mL of larva homogenate was 
transferred into a 5.0 mL borosilicate tube. A volume of 1 mL of ethanol containing 
0.1% BHT was added, and the tube was vo1texed for 30 seconds. Three successive 
extractions were performed. The first extraction consisted of adding 4 mL of 
hexane/acetone (50:50) with 0.1% of BHT. For the last two, 3 mL of the 
hexane/acetone solution was used. After each addition, the mixture was vo1texed for 
90 min and centrifuged at 2000 x g for 5 min. At the end of each extraction, a volume 
of 1. 7 mL of supematant was transfeiTed to test tubes and evaporated to dryness in an 
Eppendorf Vacufuge Concentrator at 45°C for 10 min. The residue was diluted with 
400 f.!L ofacetonitrile (100%), vortexed for 30 seconds and centrifuged at 250 x g for 
3 min before being injected into the HPLC system. 
HPLC-1: Retinoids 
Retinoid detection was based on (Doyon et al. , 1998) method. A volume of 50 flL 
from the sample extraction was inj ected into a reverse-phase HPLC system (Water 
Corporation, Milford, MA, USA) equipped with an Empower pro gram, a mode! 510 
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pump and a mode! 486 absorbance detector set at 326 nm for retinoid detection. 
Retinoids were separated with an ACE analytic C18 column to 4.6 x 250 nun, 5 ).lin 
particles (Canada Life Science, Peterborough, ON, Canada). The mobile phase was as 
follows: Solvent A: MeOH:H20 (95:5) linearly for 6 min to ftnal solvent B: 
MeOH:ethyl acetate (68:32) for 21 min, then retumed to initial solvent at 27 min. A 
two-minute linear gradient was used to return to 100% solvent A. The flow rate was 1 
mL/min. for the total 29-minute elution time. Peaks were identified with commercial 
standards (Sigma-Aldrich Ltd., Oakville, ON, Canada). Under these conditions, five 
endogenous retinoids were detected : all-trans-3,4-didehydroretino l (DROH, 6.5 min), 
all-trans-retinol (ROH; 7.3 min), 3,4-didehydropalmitate (DPAL, 17.2 min) and ali-
trans retinyl palmitate (RP, 18.8 min). 
HPLC-2: Carotenoids and o.-tocopherol 
The method for detecting carotenoids and tocopherol was based on Hedrei Helmer et 
al. (20 14). A volume of 70 JlL from the li ver extraction or 50 JlL from the Iarvae 
extraction was injected into an HPLC system equipped with a Waters 2487 detector 
set to 445 and 292 nm for the detection of carotenoids and a-tocopherol respectively. 
Analytes were separated using a Chromegabond C30 column to 4.6 x 250 mm, 5 Jlm 
particles (Canada Life Science, Peterborough, ON, Canada). The mobile phase was as 
follows : Solvent A: ACN-MeOH-H20 (84:9:7) linearly for 12 min to fina l solvent B: 
MeOH-ethyl acetate (68:32) for 11 min. A one-minute Iinear gradient was used to 
return to 100% solvent A. The flow rate was 1.5 mL/min. for the total 35-minute 
elution time. The compounds were identified with commercial standards of 
carotenoids (DHI, H0rsholm, Denmark) and a-tocopherol (Sigma-Aldrich Ltd. , 
Oakville, ON , Canada) . Under these conditions, seven carotenoids were detected: 
fucoxanthin (5.7 min), diatoxanthin (9 .8 min), lutein (10.2 min), zeaxanthin (10.5 
min) , cryptoxanthin (15 .2 mjn), lycopene (18.9 min), a -carotene (21.5 min) and f3-
carotene (21 .9 min). Alpha-tocopherol was detected at 14.8 min. 
------------------ - ----
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3.4.4 Plasma retinoids 
Extraction and quantification of plasma retinoids were performed according to 
Bérubé et al. (2005) without modification, except that combined organic phases (2.8 
mL) were evaporated to dryness in an Eppendorf Vacufuge Concentrator (Fisher 
Scientific, Ottawa, ON, Canada) at 45°C for 15 min. The retinoids were dissolved in 
100 )lL of acetonitrile and vortexed for 30 seconds . A volume of 80 )lL was injected 
into an HPLC system equipped with a Waters 481 detector set at 350 nm. Peaks were 
separated with an ACE analytic C18 column to 4.6 x 250 mm, 5 )lill particles 
(Canada Life Science, Peterborough, ON, Canada). Under these conditions, six 
retinoids were detected: all-trans-3 ,4-didehydroretinol (DROH, 14.3 min), 13 -cis 
retinoic acid (18.1 min), all-trans-retinol (ROH; 19.8 min), 9-cis retinoic acid (20 .3 
min), ali-trans retinoic acid (21.5 min) and all-trans-retinaldehyde (23.6 min). 
3.4.5 Lipid peroxidation 
The lipid peroxidation was evaluated in the muscle of juveniles and adults, and in 
whole larvae by thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) based on Ohkawa et 
al. (1979) method. The muscle (250 mg) was homogenized in a 2-mL PBS buffer 
using a Kinematica Polytron PT 1600E Benchtop Homogenizer (Kinematica AG, 
Bohemia, NY, USA) . The homogenate (1.5 mL) was centrifuged at 4000 x g for 10 
min at 4°C. For the larvae, the homogenate was prepared with 180 mg in 3 mL of 
PBS containing 0.1 % of ascorbic ac id and was centrifuged at 1000 x g for 10 min at 
4°C. The supernatant (200 )lL) of each sample was transferred to a glass tube. 
Subsequent steps were performed under the exact conditions described in Hedrei 
Helmer et al. (2014). The TBARS levels (nmollg of tissue) was dete1mined by means 
of a fluorescence reading using i-control 1.9 Microplate Reader Software (Tecan, 
Monisvi lle, NC, USA) at an excitation of 532 nm and an emission of 553 m11 for a 
total volume of 200 )lL of supernatant/well, using a 96-we lls, quartz microplate 
(Hellma Canada Ltd. , Markham, ON, Canada). A standard curve was prepared in 
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duplicate from a 1, 1 ,3,3-tetramethoxypropane solution (Sigma-Aldrich Ltd., 
Oakville, ON, Canada). 
3.4.6 Statistical analysis 
Data analyses were conducted using JMP Pro 11.0.0 software (SAS lnstitute lnc. , 
Cary, NC, USA). Because no influence of sex was found on any studied parameters, 
the data were grouped as one statistical population. lndependent statistical analysis 
was perfonned for the three development stages of yellow perch : larval, juvenile and 
adult. The principal component analysis (PCA) was performed for adult perch in 
order to better examine the variation among developmental parameters (length, 
weight, circumference and age) between tbree sectors: LSF, IB and LSP. The 
variance of each component was represented by its eigenvalue and evaluated using 
Bartlett's test (a = 0.05). Eigenvalues lower than 1.0 were excluded from the mode! 
according to the Kaiser-Guttman criterion. Carotenoid, retinoid, a-tocopherol and 
TBARS means were compared between sites using ANOV A (F). When the model 
was significant (p S: 0.05), pairwise comparison tests were conducted using Student' s 
t-test. ln the event of a skewed distribution of data, the nonparametric K.ruskal-Wallis 
test (H) (a = 0.05) was used and when significant, was followed by Dunn's pairwise 
comparison test (a = 0.05). Spearman (p) COITelations ( corrected by Bonferroni) were 
performed to explore relationships between parameters. 
3.5 Results and discussion 
3.5 .1 Morphometric parameters 
Examination of perch larvae revealed significant differences between sampling sites. 
The body mass of larvae from the LSP-N and LSP-S sites was higher than at the 
LSL-N site, whereas only the larvae from the LSP-S proved to be longer than LSL-N 
larvae (table 3.1). For juvenile perch, age and mass were similar between sites, but 
circumference measurements were significantly higher for the LSP-S sample 
compared to the LSF sample (table 3.1 ). When comparing the length of juvenile 
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perch, a significant mode! was computed, but the post-hoc Dunn test (p > 0.05) could 
not confmn any differences between sites. 
ln adult perch, morphometry parameters proved to be much more heterogeneous 
across sectors. Adults caught at the LSP-N site had significantly higher values for 
length, weight and circumference compared to the larvae from the LSL-S site (table 
3.1). This heterogeneity could be attributed to the age of the fish (table 3.1). Adults 
from the LSP-N site were significantly older than adults from the LSL and IB sites. 
For larvae and juveniles, a Jack of statistical power prevented us from better 
exanunmg morphometric parameters by principal component analysis (PCA), 
because for these stages of development in particular, growth can be a confounding 
factor. However, PCA was performed on adults by grouping data into three sectors: 
LSF, LSP and lB (figure 3.3). Adult weight from the LSL site was weakly influenced 
by circumference (figure 3.3-A), while length and circumference affected the weight 
of adults captured at LSP (figure 3.3-C). Age was only observed to have an influence 
on weight at the lB site (figure 3.3-B). The relationship evaluated by PCA between 
morphometric variables was in line with the gradient of perturbation as follows: LSL 
< lB < LSP with 64.2% < 69.2% < 80.9% respectively. Considering the strong 
anthropogenic pressures on the lB site, which is downstream from Montreal and 
Laval islands, we expected a similar situation to that observed at LSP. However, the 
type of contamination differed between these two sectors. The lB site was 
characterized by urban and industrial xenobiotics (PBDEs, pharmaceuticals, PCBs, 
etc.) (Boude et al., 2014 ; Marcogliese et al., 2015) while agricultural contaminants 
(pesticides and fetiilizers) dominated at the LSP site, located south of the navigation 
channel (Giroux, 2015; Hudon et Carignan, 2008; La Violette, 2004). LSP receives 
discharge from the three major watersheds used for agricultural purposes in Quebec 
(Richelieu. Yamaska and Saint-François), as weil as water from the flood plain 
(shoreline areas flooded in spring and cultivated in summer) (Hudon et Carignan, 
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2008 ; La Violette, 2004). The mean values for the weight of yellow perch were 
higher at LSP (N and S) but in reality only the value from the LSP-N site was 
statistically higher than the value at lB site (table 3.1 ). This result could be related to 
the age ofindividuals which was also statistically higher at LSP-N. 
The number of fish in our study, somehow !united, does not allow to draw any clear 
conclusions about the population structure. However, a more exhaustive monitoring 
conducted by Mailhot et al. (20 15) states th at between 2002 and 2011, growth of the 
yellow perch at LSP decreased compared to other populations in the St.Lawrence 
River. On another side, in our study, the Fulton's condition factor was significantly 
lower among LSP-S adults, with a downward trend at the LSP-N site compared to the 
LSL-S and lB sites (table 3.1 ). Future samplings could be supplemented with the 
relative condition factor (Kn) formulated to account for the violation of the 
assumption of an isometric growth (Couture et Rajotte, 2003). This additional 
information would confirm or reject the morphometric relationships observed in 
perchas a suspected human pressure gradient from upstream to downstream in the St. 
Lawrence River. 
3.5.2 TBARS and a-tocopherol 
Oxidative stress is widely used in ecotoxicological studies as an indicator of exposure 
to contaminants with pro-oxidant potential. Lipid peroxidation (TB ARS) is one of the 
first kinds of physiological damage that can be measured in animais under stressful 
conditions (see review by Valavanidis et al. , 2006). ln this study, we considered 
TBARS values in connection with a-tocopherol , a nonlipophilic antioxidant involved 
in protecting membrane lipids (Di Mascio et al., 1991 ). Contrary to our expectations, 
lipid peroxidation did not follow the upstream-downstream contamination gradient 
for larvae and juveniles. Given the high stress leve! at LSP, we expected a higher 
lipid peroxidation at this site compared to ali others . ln fact, TBARS values were 
significantly lower at LSP-S compared to LSL-N (figure 3.4-A), as weil as for 
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juveniles from the LSL-N and LSP-S sites compared to the LSF site (figure 3.4-B). 
For larvae, we observed a positive and significant relationship between TBARS and 
vitaminE values (r = 0.558; p < O.OOl).Injuveniles, the hepatic a-tocopherol content 
was characterized by a large variation leading to no significant differences between 
sites (figure 3.4-B), nor was there a significant relationship between a-tocopherol and 
TB ARS (r = 0.221 ; p = 0.177). ln adults, TB ARS tended to increase from upstream 
to downstream, and a significant difference was observed between sites. Perch caught 
at the LSL-S site had higher values than perch from the lB site (figure 3.4-C). The 
relationship between TBARS and vitamin E was negative but nonsignificant (r = -
0.235 ; p = 0.115) . According to our assumptions, the expected negative relationship 
between TBARS and a-tocopherol, where the low levels of a-tocopherol was 
coupled to hight levels ofTBARS (Mourente et al., 2000). 
ln some studies, a TBARS test was used in combi.nation with the measurement of 
enzymatic antioxidants (superoxide dismutase, SOD, catalase, CAT, glutathione 
peroxidase, GPx), which form a significant li.ne of defense against reactive oxygen 
species (Di Mascio et al., 1991 ; Girotti, 1998). ln fish exposed to deltamethrin and 
endosulfan, a significant i.ncrease in TBARS and a decrease in antioxidant enzymatic 
activities was revealed (Pandey et al., 2001 ; Sayeed et al. , 2003 ; Yonar et Sakin, 
2011). Similar effects were observed in zebrafish (Danio rerio) exposed to 
imidacloprid, that is, a marked increase in lipid peroxidation and decreased CAT, 
SOD and GPx activities (Ge et al., 2015). We must also consider that the 
concentration and distribution of a-tocopherol and the peroxidation of lipids depend 
on lipid levels. Lipid measurement could be used to normalize the TBARS or a -
tocopherol values instead of protein concentration or tissue mass. In a study by 
Jentzsch et al. (1996), a strong positive relationship between TBARS and 
triglycerides values (r = 0.75 ;p = 0.003) was observed, suggesting that a higb leve! of 
triglycerides increases MDA production, resulting in an increase in TBARS levels. 
Furthermore, the concentration of vitamin E seems to vary depending on the type of 
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tissue. ln a study by Machlin et al. (1979) on gumea p1gs (Cavia porcellus) , a-
tocopherol was sequestered in adipocytes and was not mobilized in cases of food 
deficiency, resulting in significant decreases of this vitamin in plasma, as weil as in 
liver and heart tissue. Although a-tocopherol regulation is not fully understood, its 
metabolism (absorption, transport and storage) is closely linked to lipid metabolism. 
A study of the gilthead sea bream (Sparus aurata) by Mourente et al. (2000) 
demonstrated the importance of the polyunsaturated fatty acids (PUF A)/vitamin E 
ratio in predicting the potential of lipid peroxidation. Animais exposed to a PUF A-
enriched diet with low vitamin E showed high levels of TBARS. ln future studies, 
measuring enzymatic activities (SOD, CA T, etc.) and lipid concentration, as weil as 
with determining TBARS in severa! tissues (liver, hea1t, gonads, red cells, etc.), 
would improve our understanding of oxidation damage in yellow perch. 
3.5.3 Carotenoids and retinoids 
To our knowledge, this was the frrst tune that carotenoids have been measured in 
yellow perch larvae. This early stage of development was characterized by the 
dominance of a-carotene, representing 40 .32% ± 6.25 of total carotenoids. 
Recognized as an important precmsor to retinoids (Alsop et al. , 2005 ; Comb, 2012c ; 
Moren et al., 2002), a -carotene mean values were similar between sites (table 3.2), 
white cryptoxanthin and fucoxanthin mean values were significantly higher at the 
LSP-N site than at the LSL-N site (table 3.2). Zeaxanthin levels were also higher at 
the LSP-N site and were significantly different from the LSL-N and the LSP-S sites 
(table 3.2). Cryptoxanthin, fucoxanthin and zeaxanthin were not, however, the 
dominant forms of carotenoids in larvae and represented only 0.04% ± 0.03 , 0.03% ± 
0.02 and 0.03% ± 0.02 respectively. With respect to provitamin A carotenoids, 
contrary results to those found for larvae were observed for juveniles with zeaxanthin, 
concentrations of which were significantly lower at the LSP-N site than at the LSL-N 
site (table 3.2). ln adults , zeaxanthin and cryptoxanthin values were also significantly 
lower in the LSP-N sample compared to the LSL-S sample (table 3.2). The a-
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carotene levels were significantly higher in the adults from the LSP-N and LSL-S 
sites compared to the IB site, whereas the ~-carotene concentrations were lower at the 
LSP-N site than at the LSP-S and LSL-N sites (table 3.2). 
Lycopene was the major fonn of carotenoids in juveniles and adults, with 61.98% ± 
5.58 and 52.87% ± 6.07 respectively (table 3.2). White it is not recognized as a 
provitamin A carotenoid, lycopene is known for its strong antioxidant potential with a 
constant "quentching" (Kq) of 31 000, nearly twice that of ~-carotene and 100 times 
th at of vitam in E (Di Mascio et al., 1991 ). This property of lycopene is caused by 
opening its ~-ionone cycle, which more effectively optimizes neutralization of 
reactive oxygen species. For example, after exposing carp (Cyprinus carpio) to sub-
lethal doses of deltamethrin with or without extra lycopene, Yonar et Sakin (20 11) 
observed a better redox balance, reduced lipid peroxidation and increased enzymatic 
activity in fish receiving the lycopene supplement. These effects were recorded in the 
liver, kidney, gills and blood. ln human beings, the health benefits of lycopene are 
weil known, pariicularly in protecting against atherosclerosis, certain types of cancer 
and UV damage (Comb, 2012b; Matos et al., 2000; Rao et Rao, 2007). Matos et al. 
(2000) highlighted the role of lycopene in preserving the redox balance in CVl-P 
monkey cells exposed to ferric nitriloh·iacetate (Fe-NT A), plus ascorbate with or 
without lycopene. Cells supplemented with lycopene experienced reduced lipid 
peroxidation (77%) and DNA damage (86%) compared to cells without lycopene, 
indicating the carotenoid's effectiveness in protecting against free radical attacks. ln 
our study, a comparative analysis of lycopene between sites revealed significant 
differences. At LSP, juveniles had the lowest levels of lycopene. The values from the 
LSP-N site were significantly lower compared to the LSL-N site (table 3.2). A similar 
result was observed in adults from the LSP site, where lycopene levels were 
significantly lower at the LSP-N site than at the LSL-S site (table 3.2) . No significant 
relationship could be found between lycopene and TBARS. However, these two 
analyses were conducted in different tissues- TB ARS was measured in the muscle, 
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whi te lycopene was measured in the liver. lt wou ld therefore be appropriate to add 
liver TBARS measurement to our future tests in order to verify the relationship 
between TBARS and lycopene. 
In the yellow perch species, the dominant molecular form of retinoids was a dehydro 
type not only in adults, but also in larvae and juveniles. The characteristic of dehydro 
compounds ( e.g. debydroretinol, OROH, vitamin A2) compared to retinol (ROH, 
vitamin Al) lies in the double bond in the 3,4-position of the ~-ionone ring. A few 
studies have demonstrated that vitamin Al or A2 production in fish could be 
influenced by the source of carotenoids used as precursors. ln tilapia (Ti/apia 
nilotica), xanthophylls provitamins A such as zeaxanthin and lutein were 
predominantly metabolized to OROH, white with a-carotene and 13-carotene, OROH 
formation was subject to the prior fonnation of ROH (Kaisuyama et Matsuno, 1988 ; 
Matsuno, 1991). lt is interesting to note that in our study, carotenes (a-carotene and 
13-carotene) dominated the xanthophylls (lutein, cryptoxanthin and zeaxanthin), but 
since major retinoids in yellow perch are dehydros, one may think that the 
xanthophylls , not carotenes, served as provitarnins A. ln vertebrates, vitamin A 
surplus from the diet is esterified and stored in the liver, kidneys and other fatty 
organs. ln whole larvae, OROH levels were significantly higher at the LSP-N and 
LSL-S sites than at the LSL-N site (figure 3.5-A). At the same time, OPAL 
concentrations were significantly lower in the LSP-N and LSP-S larvae than in LSL-
N larvae (figure 3.5-A). Similar results were observed for retinyl palmitate (PAL) 
(table 3 .3). Overall, it seemed that in sites experiencing grea ter pressure, retinoid 
stock (OPAL) was highly mobilized, generating high concentrations of OROH, 
particularly for larvae from the LSP-N and LSP-S sites (figure 3.5-A). These results 
could suggest an imbalance of LRAT (OROH esterification) and HER (OPAL 
hydrolysis) enzyme activities. ln a study on the bullfrog (Lithobates catesbeianus) , 
Boily et al. (2009) demonstrated that frogs exposed to agricultural contamination had 
a lower hepatic PAL/ROH ratio. Assays of liver microsomes from these individuals 
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revealed that ester hydrolysis activity (HER) was much greater than esterification 
activity (LRA T). A variety of xenobiotics (pesticides, dioxins and PCBs) have been 
associated with an imbalance of LRA T/HER activities in severa! vertebrate species, 
including fish (see review by Novak et al., 2008) . Given that the development and 
growth of larvae in LSP takes place in the coastal area where agricultural 
contaminants are ubiquitous, and in the absence of other explanatory factors, it is 
plausible to suggest that sorne contaminants may have interfered with retinoid-
specific enzymes and led to altered concentrations of retinoids in larvae. For now, we 
do not know the consequences of a high DROH concentration in larvae. The fact that 
individual analyses of liver and plasma could not be performed for these extremely 
small fish limits our understanding of retinoid metabolism for this stage of 
development. However, we know that an unesterified DROH surplus can follow the 
metabolic pathway leading to the retinoid acid formation, a molecule known to 
disrupt gene regulation and cause defects during emb1yonic development (Doyon et 
al., 1999 ; La li et Lewis-McCrea, 2007). 
As observed in larvae, liver vitamin A was found to be lower among juveniles and 
adults captured from LSP (figures 3.5-B and 3.5-C). Specifically, DPAL (figures 3.5-
B and 3.5-C) and PAL (table 3.3) levels were significantly lower in juveniles from 
LSP (north and south) compared to LSF. The DPAL content at LSP-N was also 
significantly lower than at the LSL-N site. ln adults, the OPAL (figure 3.5-C) and 
PAL (table 3.3) levels followed the same trend at LSL and LSP, with low levels at 
LSP. A significant difference was observed only between the LSP and lB sites; fish 
caught at lB had higher OPAL levels than fish from the LSP sites (north and south) 
(figure 3.5-C). When testing DROH and ROH in juveniles and adults, no significant 
differences were found in the liver (figure 3.5-B, 3.5-C and table 3.3) or plasma (table 
3.4). These resu lts suggest an over-mobilization of the reserve to maintain basal 
concentrations of the essential vitamin A. Payne et al. (1998) demonstrated a 
potential link between oxidative stress and a lessening of liver esters. The authors 
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have studied the effects of high iron contamination rn Wabush Lake versus a 
reference lake (Lake Shabogomo), both located in Labrador (Newfoundland, 
Canada). Trout (Salvelinus namaycush) caught in Wabush Lake bad low liver 
concentrations of retinyl palmitate and retinol, as weil as damage from DNA 
oxidation. Although iron is known to promote oxidative stress, certain herbicides 
(atrazine, glyphosate, neonicotinoids, etc.) can also have this effect (Ge et al. , 2015 ; 
Nwani et al., 2010 ; Sinhorin et al. , 2014). Retinoids may then be altered by 
nonenzymatic oxidation reactions and the induction of key enzymes involved in 
xenobiotic detoxification. ln a study published in 2002, Zhang et al. sampled silver 
carp (Hpophthalmichthys molitrix) in a lake contaminated with POPs (PCBs, PAHs, 
etc.) and measured ethoxyresorufm-0-deethylase activity (EROD) and liver retinoids . 
EROD activity was negatively related to both retinol and retinyl palmitate, suggesting 
that li ver retinoid content could be influenced by the induction of CYP450 enzymes 
following exposure to organochlorinated compounds (OCs) . ln addition, sorne OCs, 
such as chlordane, dieldrin, aldrin and endrin, present a high potential for induction of 
CYP450 in liver cellline HepG2 (Lemaire et al. , 2005) . 
We have already mentioned that retinoids and carotenoid precursors are associated 
with diet and therefore are available to resources in aquatic ecosystems. One must 
also consider the stage of development. A work by Brown et al. , (2009) on the 
biology of perch described food specifie to each stage of development. After the 
disappearance of the yolk sac, the larvae feed primarily on zooplankton, then 
gradually begin including large invertebrates in their diet up to the juvenile stage. The 
diet for adults is more diversified, consisting of invertebrates, larvae, fish eggs and 
small fish. These factors could explain, at !east in part, the significant differences 
between carotenoids and retinoids in our study. However, ecosystem quality is a key 
component of available resources , and aU disturbances ( contaminants, resource 
exploitation , etc.) of the ecosystem are likely to modulate the habitat structure and 
64 
consequent! y the environmental carrying capacity (Hudon et al. , 20 11 ; Massicotte et 
al., 2015). 
3.6 Conclusion 
The objective of this study was to compare perch populations in the St. Lawrence 
River and establish a link between a gradient of disturbance and responses to 
morphological and biochemical parameters. This study allowed us to confinn this 
link, particularly at the LSP site, which was greatly impacted by chemical 
contamination and human activities (Giroux, 2015; Hudon et Carignan, 2008 ; La 
Violette, 2004) . This site differed from others in tenns of effects on the condition 
factor (general index of physiology) in adults . The peroxidation of lipids as TBARS 
could be improved by the analysis of unsaturated lipids. We have also highlighted 
that for juveniles and adults of this species, lycopene could play a major role as an 
antioxidant. Finally, for the three stages of development that we studied (larval, 
juvenile and adult) , we observed an alteration of retinoids, particularly at the most 
disturbed sites. Considering that retinoids are essential for reproduction, embryonic 
development and growth, attention must be paid to those compounds for animais 
experiencing a population decline, which is precisely the case for yellow perch at 
LSP. 
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CHAPITRE IV 
RÉSULTATS ET DISCUSSION RELATiFS AUX ADULTES 
ÉCHANTILLONNÉS EN 2014 
Ce 4e chapitre fait état des résultats relatifs aux mesures morphométriques (poids, 
longueur, circonférence et coefficient de Fulton), à l' âge, ainsi qu'aux différents 
biomarqueurs à l'étude (TBARS, a -tocophérol, caroténoïdes et rétinoïdes) spécifiques 
à la campagne de 2014. L'objectif global pour cette seconde campagne 
d 'échantillonnage était de vérifier la reproductibilité des effets du gradient de 
contamination et de pression anthropique sur l'état de santé des perchaudes en regard 
des réponses physiologiques et biochimiques obtenues en 2013. Considérant la 
puissance statistique amplifiée par l'augmentation du nombre de captures en 2014, il 
était également attendu de faire ressmtir l'interrelation entre les différents 
biomarqueurs et la condition physiologique des adultes, afm de complémenter les 
analyses de 2013. Ainsi, l'analyse et l'interprétation des résultats de 2014 ont permis 
de confirmer l' état de croissance, ainsi que 1 'état du système rédox et des rétinoïdes 
observés en 2013. De plus, ces résultats s' inscrivent également dans un projet plus 
global, qui tend à investiguer les effets biologiques des contarninants sur les espèces 
aquatiques, supporté par le Ministère des Pêches et Océans Canada. Étant donné que 
des modifications majeures aux méthodes analytiques ont été apportées pour les 
échantillons de 2014 permettent l'optimisation de leur performance et de leur 
rendement comparativement à celles de 2013 , l'interprétation des résultats entre les 
deux années s'est limitée à une comparaison qualitative. 
--------- ------------------- -----------------------
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4.1 Paramètres morphométriques 
Les perchaudes adultes capturées en 2014 présentent des morphologies distinctes 
entre les sites (tableau 4.1). En effet, les perchaudes capturées au LSP-S sont plus 
longues que celles mesurées au LSL et au LSF, avec une masse corporelle et une 
circonférence significativement plus élevées que celles relevées au LSL (tableau 4.1 ). 
Sans être significatives, des tendances similaires pour la taille et le poids sont 
observées chez les adultes provenant du LSP-N comparativement à ceux du LSL et 
du LSF (tableau 4.1). L'âge moyen estimé pour les perchaudes adultes capturées en 
2014 s'avère similaire entre les sites (tableau 4.1 ). 
Les relations entre les paramètres morphométriques et l'âge rapportées par l'analyse 
en composantes principales (ACP) pour la campagne de 2013 (figure 3.3) sont 
également observées en 2014, où les relations entre les paramèh·es morphométriques 
évalués par ACP semblent se renforcer suivant le gradient de pression : LSL < LSP. 
L'interrelation entre les paramètres morphométriques au LSL est représentée par une 
composante principale 1 (CP1) de 75% (figure 4.1-B), où le poids et la circonférence 
sont étroitement liés. L'angle approximatif de 90° observé chez les adultes du LSL 
enh·e 1 'âge et les paramètres morphométriques témoigne d'une faib le influence de 
l'âge des perchaudes sur leur morphométrie à ce site (figure 4.1-B). Au LSP, avec des 
CP1 de 89,1% au nord (figure 4.1-C) et de 85,6% au sud (figure 4.2-D), nous 
pouvons observer que la longueur, le poids et la circonférence sont fortement liés, 
tant au LSP-S qu'au LSP-N. Chez les perchaudes capturées au LSP, l'âge semble 
avoir une influence relative plus importante gu 'au LSL sur la morphométrie des 
perchaudes capturées (figure 4.1-C et 4.1-D). Les résultats d 'ACP obtenus pour le 
LSF (figure 4.1-A) ne concordent toutefois pas avec ce renforcement de 
l' interrelation entre les paramètres morphométriques et l'âge en fonction du gradient 
de pression observé pour la campagne de 2013. En effet, les perchaudes adultes 
capturées au LSF, considéré comme étant le site le moins impacté, présentent une 
forte interrelation entre leurs paramètres morphoméh·iques et l'âge, avec une CPl de 
83 
94,0% (figure 4.1-A), et où le poids corporel et la circonférence sont fortement reliés 
comparativement à la longueur. De façon analogue aux perchaudes adultes capturées 
au site lB en 2013 , où la taille et la longueur des perchaudes sont fot1ement re liées à 
l'âge (figure 3.3-B), les perchaudes capturées au LSF en 2014 présentent une forte 
relation entre 1 ' âge, la circonférence, le poids et la longueur (figue 4.1-A). Le profil 
en contaminants est un facteur qui a été relevé important lors de 1 ' analyse des 
échantillons de 2013 sur l ' interaction entre les paramètres morphométriques (section 
3.5.1). En 2014, d ' autres facteurs d'influence seraient à considérer. Selon Purcbase et 
al. (2005) , des facteurs écologiques comme la température, 1 ' hydrologie, la 
morphologie du lac, etc. sont susceptibles d'influencer la croissance. L'examen de ces 
facteurs ne font pas partie des objectifs poursuivis dans la présente étude. 
Toutefois , 1 'hétérogénéité morphologique observée chez les perchaudes en 2013 entre 
les secteurs fluviaux, et ce particulièrement au LSP-S (section 3.5 .1 ), est également 
observée en 2014. Contrairement à ce qui était attendu, les percbaudes 
échantillonnées au LSP sont morphologiquement plus "massives" et plus longue, et 
ce, pour les 2 années consécutives. En effet, selon Mailhot et al. (20 15), des 
paramètres morphométriques plus faibles au LSP comparativement aux autres sites 
auraient été attendu, témoignant ainsi d'un faible taux de croissance au LSP, tel 
qu ' observé entre 2002 et 2011. Néammoins, l'évaluation des coefficients de 
condition de Fulton concorde avec nos attentes. Les coefficients de condition de 
Fulton évalués en 2014 vont également dans le même sens que ceux obtenus chez les 
adultes capturées en 2013 (table 3.1), où le coefficient de Fulton s'avère 
significativement plus faible au LSP (N et S) comparativement à ceux du LSL (table 
4.1). Bien que les coefficients obtenus pour les perchaudes du LSF soient 
statistiquement similaires à ceux du LSL et du LSP, les moyennes obtenues nous 
portent à croire que les perchaudes du LSF ont une meilleure condition physiologique 
que les sites en aval (table 4.1 ). 
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Figure 4.1: Analyses en composantes principales (ACP) des paramètres morphométriques (L, 
longueur, P, poids et C, ci rconférence) et de (Â) âge chez les perchaudes adultes capturées en 2014 le 
long du fl euve Saint-Laurent sui vant un gradient de pression anthropogénique. Les valeurs propres Yp, 
pour le (A) Lac Sa int-Françoi s, (8 ) Lac Saint-Louis, (C) Lac Saint-Pi erre nord, et (D) Lac Saint-Pierre 
sud ont été éva luées par le tes t de Bartlett (a = 0,05). 
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4.2 TBARS et a-tocophérol 
Alors que pour les échantillons de 201 3 le dosage des TB ARS a été effectué 
seulement pour le muscle des perchaudes, en 2014 1 'évaluation de la peroxydation 
des lipides a été réalisée pour le foie et le muscle. L 'analyse des TBARS dans le 
muscle n 'a pas confirmé les observations de 201 3, car aucune différence significative 
n 'a été relevée entre les sites (figure 4.2-A). Toutefoi s, en 2014, l'analyse des 
TBARS dans le foie (figure 4.2-A) présente un schéma similaire à celui obtenu pour 
les TBARS mesurés dans le muscle des juvéniles de 201 3 (figure 3.4-B), où, 
globalement, les niveaux de peroxydation des lipides sont plus fai bles au LSP. 
Cependant, une rée lle différence significative est observée pour le site du LSP-S par 
rapport au LSL (figure 4.2-A). Ces résultats sont contraires aux hypothèses que nous 
avions fonn ulées, c'est-à-dire une augmentation de la peroxydation des lipides 
suivant le gradient de pression présumé témoignant ainsi d'une augmentation du 
stress oxydant en fonction des sites les plus impactés. 
Pour les données de 201 3, nous avons considéré l'a-tocophérol en lien avec les 
TBARS en raison de son effet antioxydant, mais les résultats n'a llaient pas dans le 
sens du gradient de pression (figure 3.4). Les résultats de 2014 confument toutefois 
notre hypothèse voulant que les niveaux en a-tocophérol diminuent suivant le 
gradient, où les sites les plus contaminés présentent des niveaux plus faibles. Au LSP 
(N et S), le contenu du foie en a-tocophérol est significativement plus faible 
comparativement au LSL (figure 4.2-B). De même, il y a une différence significative 
entre le LSP-S et le LSF (figure 4.2-B). Chez les perchaudes de 2014, la différence 
entre les niveaux d ' a-tocophérol entre les sites est marquante et concordante avec la 
littérature. Par exemple, dans l'étude in vivo de Baker et al. (1998), les auteurs ont 
rapporté une diminution de 63% de l' a-tocophéro l hépatique mesuré chez le mulet 
(Che/on labrosus) suite à une exposition p er os pendant 10 semaines (2400 mg 
Cu/Kg nourriture èche/jour) comparativement à un groupe témoin . Les auteurs 
rapportent également une bau se significative de 304% des TSARS me urée chez le 
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Figure 4.2: TSARS (A) et a -tocophérol (8 ) mesurés dans le muscle (boîtes claires) et le foie (boîtes 
ombrées) des perchaudes adultes capturées en 2014 le long du fl euve Sa int-Laurent sui va nt un gradi ent 
de press ion anthropogénique. Les données ont été comparées entre les sites pa r un tes t non 
paramétrique Kruskal-Walli s sui vi du tes t de Dunn (a = 0,05). Les boîtes à moustaches identifiées par 
une lettre diffé rente sont signifi ca ti vement différentes . Les extrémités des boîtes correspondent aux 
25e et 75e percentil es et la ligne intem e à la médi ane; les moustaches montrent l' étendu de la plus 
petite à la plus grande va leurs observées. 
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groupe exposé. Il est donc possible, dans notre échantillonnage de 2014, que la 
diminution d'a-tocophérol que nous avons observée soit le résultat de sa mobilisation 
(utilisation) afin de neutraliser les dommages oxydants. Considérant les faibles 
niveaux en TBARS retrouvés à ce site, il est également possible que la variation soit 
assujettie à d'autres facteurs, telle que la biodisponibilité. Nous avons présumé que le 
lien "a-tocophérol-TBARS" serait plus facilement observable avec les TBARS 
mesurés dans le foie plutôt que dans le muscle, mais une seule conélation s'est avérée 
significative et où les niveaux hépatiques en a-tocophérol étaient négativement 
co né lés avec les données TB ARS au LSF (tableau C.1 ). 
Considérant l'ensemble des résultats relatif au système rédox (2013 et 2014), il 
devient inévitable de coupler ces analyses à d 'autres paramètres liés aux antioxydants 
enzymatiques (e.g CAT, GPx, SOD, etc.) (Ge et al., 2015; Girotti, 1998 ; Pandey et 
al., 2001) ainsi qu 'au métabolisme des lipides (Jentzsch et al., 1996 ; Machlin et al., 
1979 ; Mourente et al., 2000) afin d 'optimiser notre compréhension du système rédox 
de la perchaude (voir section 3.5.2). 
4.3 Caroténoïdes 
Conformément à ce qui a été relevé pour la campagne de 2013 (section 3.5.3), le 
lycopène s'avère également le caroténoïde hépatique dominant chez les adultes en 
2014 (tableau 4 .2) . Ceci confirme donc l' intérêt de poursuivre ultérieurement des 
investigations concernant l' importance biologique du lycopène chez les espèces 
aquatiques, notamment dans la protection contre les effets toxiques des contaminants 
(Yonar et Sakin, 2011). Pour notre campagne de 2014, nous n'avons pas été en 
mesure de relier le lycopène aux éléments du système rédox mesmés chez la 
perchaude (tableau C.2). En effet, aucune corrélation ne s'est avérée significative 
entre le lycopène, les TBARS (tant hépatique que musculaire) ou l' a-tocophérol 
(tableau C.2), sauf au LSP (tab ieau C.2). En effet, chez les perchauàes àu LSP (N et 
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S) les niveaux en lycopène sont positivement conélés avec ceux en a-tocophérol, 
suggérant une interdépendance entre ces deux puissants antioxydants afin d'optimiser 
l'efficacité leur activité antioxydante (Edge et al. , 1997), témoignant potentiellement 
d'un état rédox précaire au LSP. 
Par ailleurs, les caroténoïdes quantifiés chez les perchaudes de 20 14 mettent toutefois 
en évidence trois d 'entre eux, soit pour la fucoxanthine, la diatoxanthine et le 
lycopène (tableau 4.3) . Les niveaux de fucoxanthine sont significativement plus 
faibles chez les perchaudes du LSP (N et S) comparativement à ceux du LSL. De 
même, de plus faibles concentrations de diatoxanthine et de lycopène sont observées 
au LSP (N et S) comparativement à celles du LSL et du LSF. Des résultats similaires 
ont d'ailleurs été obtenus pour les perchaudes capturées en 2013 (tableau 3.2). Il est 
intéressant de souligner qu 'en raison du très faible nombre de corrélations 
significatives obtenues entre les caroténoïdes (tableau C.3), celles observées 
impliquent majoritairement ces trois caroténoïdes: le lycopène est corrélé avec la 
fucoxanthine chez les adultes du LSL et du LSP-N, alors que les "autres 
xanthophylles" (zéaxanthine et lutéine) sont corrélés avec la diatoxanthine (tableau 
C.3) au LSP (N et S). 
À ce point-ci, il convient de souligner que la quantification des caroténoïdes dans le 
foie des perchaudes a été rendue difficile en raison des faibles concentrations 
détectées. Contrairement à la bm·botte (dont des échantillons de foie et de plasma ont 
servi à la mise au point des méthodes d'analyse), la perchaude semble être une espèce 
possédant une réserve hépatique limitée et moins divers ifiée en composés 
caroténoïdes, et ce, indépendamment du site. Même le fait d'analyser les échantillons 
avec un système de chromatographie CLUHP, plus sensible, en 2014, n'a pas 
amélioré nos résultats. Sur les 106 échantillons de foie prélevés en 2014, seul le 
!ycopène a été détecté dans la majorité des extraits, soit dans 97%. La fucoxanthine a 
été détectée dans 73% des échantillon , alors que les carotènes ont été détectés dans 
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40% et la diatoxanthine dans 56% des extraits. De plus, les cryptoxanthines ont été 
détectées dans seu lement 8,5% des extraits. Cette limitation confirme d 'autant plus 
1 ' impo11ance du lycopène chez la perchaude. Ces résultats pourraient également 
suggérer l' importance d 'autres organes de réserve pour les caroténoïdes, tels que les 
reins ou les tissus adipeux. 
Il s'avère toutefois intéressant de soulever qu ' il n'y a pas de différence significative 
en ce qui concerne les caroténoïdes "provitamine A", où le contenu en carotènes (a et 
~) et autres xanthophylles (zéaxanthine et lutéine) sont similaires entre les sites 
d' échantillonnage (tableau 4.2). L ' influence du gradient de pression anthropogénique 
est donc seulement observable pour des caroténoïdes au potentiel antioxydant, 
comme le lycopène. 
4.4 Métabolisme des rétinoïdes 
En 2013, nous avons rapporté que la réserve hépatique des perchaudes du LSP était 
amoindrie comparativement aux sites en amont (figure 3.5 et tableau 3.3). Non 
seulement nous obtenons un résultat similaire en 20 14, mais à cela il faut ajouter, 
pour le LSP, de basses teneurs en ROH et en DROH hépatiques. En effet, en 2014, 
les esters de rétinoïdes dans le foie s'avèrent plus faibles au LSP comparativement 
aux sites en amont (figure 4.3-A), où les niveaux mesurés au LSP (N et S) en 
palmitate de rétinol (PAL) sont significativement plus faibles qu'au LSL, ainsi que 
ceux en palmitate de déydrorétinol (DPAL) comparativement au LSL et au LSF 
(figure 4.3-A). Les concentrations en DROH hépatiques mesurées s'avèrent moindres 
chez les perchaudes capturées au LSP (N et S) par rappo11 au LSL et au LSF (figure 
4.3-B), ainsi que les niveaux en ROH mesurés au LSP-S comparativement au LSP-N, 
au LSL et au LSF (figure 4.3-B). Le fait d'obtenir des résultats semblables pour deux 
années consécutives renforce l'hypothèse liée au catabolisme des rétinoïdes (section 
3. 5.3) par une oxydation non enzymatique (Payne et al. , 1998) et par 1' induction 
92 
d'enzymes clés dans le métabolisme de détoxification (Zhang et al. , 2002), ayant 
comme conséquence une déplétion en vitamine A aux sites les plus contaminés. 
B) s.oio 4.0. 
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ROH, tout-trans-rétino1; H0 ,83) = 21, 1 0; p = 0,003 
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Figure 4.3: Rétinoïdes hépatiques mesurés chez les perchaudes adultes capturées en 2014 le long du 
fl euve Saint-Laurent SLJi vant un gradi ent de pression anthropogénique. (A) Pa lmitate de rétinol (boîtes 
c la ires) et palmitate de déhydrorétino l (boîtes ombrées). (8 ) Rétinol (boîtes c laires) et déhydrorétinol 
(boîtes ombrées) . Les données ont été comparées entre les sites pa r un test de Kruska l-Walli s sui vi du 
tes t de Dunn (a = 0,05) . Les boîtes à moustaches identifi ées par une lettre différente sont 
s ignifi ca ti vement différentes. Les ex trémités des boîtes correspondent aux 25e et 75e percentiles et la 
ligne in terne à la médi ane; les moustaches montrent 1 ' étendue de la plus petite à la plus grande valeurs 
observées. 
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En augmentant l'effectif en 2014 (et la puissance statistique), nous avons exploré plus 
à fond l 'effet du site sur les composés rétinoïdes en générant les ratios DPAL/DROH 
et PAL/ROH. Notre but était d'explorer l'implication possible des activités 
enzymatiques LRA T (estérification du DROH et ROH) et HER (hydrolisation des 
esters DP AL et PAL) à chacun des sites d'échantillonnages. Selon Boil y et al. (2009), 
une forte exposition en contaminants agricoles entraine une diminution du ratio 
PAL/ROH suggérant une diminution du ratio d 'activité LRAT/HER. Selon les 
résultats obtenus pour la perchaude en 2014, les ratios sont relativement semblables 
entre les sites, sauf chez les perchaudes capturées au LSL qui présentent un ratio 
DPAL/DROH significativement plus faible que ceux du LSF et du LSP-S (figure 
4.4), ainsi qu 'un ratio PAL/ROH plus faible qu 'au LSP-S . Ces résultats ne permettent 
toutefois pas de statuer précisément sur l ' état de l'équilibre LRAT/HER au LSP. Afin 
de vérifier si la mobilisation de la réserve (conversion métabolique des esters en 
composés rétinoïdes polaires pour le transport extrahépatique) est semblable entre les 
sites à l ' étude, les données ont été soumises à une analyse multivariée (voir section 
2.5). La modélisation présentée à la figure 4.5 décrit la relation entre les valeurs de 
DPAL et de DROH (transformées en log1 o) en fonction des sites. Le modèle rend 
compte de LogDPAL en fonction de LogDROH, et de l' interaction entre les deux 
(LogDROH*Sites) (figure 4.5). Le modèle linéaire obtenu est hautement significatif 
expliquant 88 ,9% (R2 = 0,889) de la variation observée en DPAL. L'analyse des 
coefficients révèle que le contenu en DROH correspond au paramètre ayant la plus 
forte influence sur celui en DPAL (somme des carrés = 39,93 ; F = 211 ,35 ; p ~ 0,001), 
où les sites sont une source d ' influence (somme des carrés = 5,78; F = 10,20; p ~ 
0,001), incluant l'interaction entre les niveaux en DROH et les sites 
(LogDROH*Sites) comme un facteur à considérer pour ce modèle (somme des canés 
= 6,07; F = 10,71 ; p ~ 0,001 ). Ce résultat complémentaire suggère que le site de 
capture influence bel et bien les teneurs en rétinoïdes mesurés chez la perchaude, où 
le LSP (N et S) semble se démarquer des sites en amont. Ultérieurement, afin de 
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s'assurer de l'effet des sites sur la mobilisation de la réserve, des analyses des 
enzymes impliquées (LRA Tl ARA T etHER) devront être réalisées. 
20
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Figure 4.4 : Ratio hépatique de palmitate de rétinol/rétino l (PAL/ROH , boîtes c laires) et de pa lmitate 
de déhydrorétinol/déhydrorétino l (DPA LIDROH, boîtes ombrées) obtenus pour les perchaudes adu ltes 
capturées en 2014 le long du fl euve Saint-Laurent et suiva nt un gradi ent de press ion anthropogénique. 
Les données ont été comparées entre les sites par un tes t non paramétrique Kruskal- Wall is sui vi du tes t 
de Dunn (a = 0,05). Les boîtes à moustaches qui ne partagent pas les mêmes lettres sont 
signifi cativement différentes. Les extrémités des boîtes correspondent aux 25e et 75e percentiles et la 
ligne interne (horizonta le) à la médiane; les mous taches montrent l' étendue de la plus peti te à la pl us 
grande valeur observée. 
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Figure 4.5: Relation multivari ée entre le pa lm itate de déhydrorétinol (DPAL), le didéhyrétino l 
(DROH) et le ite de perchaudes adultes capturées en 20 14 le long du fl euve Sai nt-Laurent et suivant 
un gradient de pression anthropogéniq ue. La relation a été évaluée par modélisa tion linéa ire 
multivariée pour chacun des paramètres (Log DROH, sites et LogDROH * ite ) sur le LogDPA L (a = 
0,05) . 
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Les résultats pour les rétinoïdes plasmatiques sont présentés au tableau 4.3. Des 
différences significatives ont été observées entre les sites pour le DROH, les formes 
"cis" de l'acide rétinoïque et pour les autres rétinoïdes. Comme observées dans le 
foie, les concentrations de DROH plasmatiques sont plus faibles chez les perchaudes 
du LSP, où ceux du LSP-S sont significativement différents de ceux mesurés au LSL 
et LSF, alors que ceux mesurés au LSP-N sont significativement différents de ceux 
du LSL. Les valeurs des autres rétinoïdes, soit le tout-trans ROH et le tout-trans AR, 
augmentent au LSP (N et S) comparativement à celles mesurées dans le plasma des 
perchaudes provenant du LSL et du LSF (tableau 4.3). La limite méthodologique 
relative à la co-élution entre l 'AR tout-trans et le ROH tout-trans (voir annexe A) 
restreint l'interprétation des résultats relatif au métabolisme des rétinoïdes. D'un côté, 
s'il s ' agit d 'une augmentation du ROH, cela pourrait être relié au métabolisme des 
précurseurs ou à celui DROHBROH. En effet, selon l'étude de Katsuyama et 
Matsuno (1988) et celle de Yamashita et al. ( 1996), préalablement décrites à la 
section 3.5.3 , la convettion en DROH ou ROH est dépendante du type de 
caroténoïdes provitamine A. Les xanthophylles seraient majoritairement convertis en 
DROH, alors que les carotènes devraient passer par une première conversion en ROH 
avant d 'être désaturés . Toutefois, aucune différence significative n 'est observée dans 
nos mesures de caroténoides provitamines A entre les sites (tableau 4.2). Il serait 
donc possible que l'augmention de ROH soit attribuab le au métabolisme 
DROHBROH favorisant le ROH au détriment du DROH ,tel que observé au LSP 
(tableau 4.3). Les études de Moise et al. (2007) ont mis en évidence, chez le poisson 
zèbre, des rétinol saturases qui catalysent la fonnation de ROH en DROH par le biais 
d'intermédiaires ( dihydrorétinol, soit 13, 14-dihydrorétinol et/ou 7 ,8-dihydrorétinol,) 
(figure 4 .6). Une telle réaction métabolique pourrait expliquer en partie 
l'augmentation du ROH plasmatique (tableau 4.3) mésurée chez les perchaudes, 
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Il serait intéressant d'investiger l'activité de saturationldésaturation ROH - DROH 
pour la perchaude, pour laquelles les formes "dehydro" dominent, ainsi que de tester 
l'influence de ce1tains contaminants sur ce métabolisme particulier.. Par ai lleurs, si 
nous pouvions mesurer une concentration plus élevée en AR, cela confirmerait 
1 'hypothèse d 'une augmentation du catabolisme des caroténoïdes/rétinoïdes, tel que le 
suggèrent les niveaux en rétinoïdes hépatiques mesurés en 2013 et en 2014. 
A ~OH U all-lmns-ratinol 
mRetSat and zRetSaty ""'etsal A 
. 
all-tJatJS>-13,14-dlhydroretinol 
~OH 
u· _:. ·--- ~ ..... ~·---· all-tmnS>-7,8-<lihydroretinol 
B OH 
1 
, "; all-tmnS>-3,4-didehydroretinol 
mRetSat and zRetset y ~zRetsat A 
~lJl_ . . . .. " OH 
) . 
all-lllln:>-13,14-dihydro-3,4-didehydrorelinol 
Figure 4.6:Voies de saturation du A) tout-trans-rétinol ou B) 3,4-déhydro-tout-trans-rétinol par les 
rétinols saturases (mRetSat et zReSat). Tirée de Moise et al. (2007). 
L'hypothèse amenée en 2013 concernant le catabolisme des rétinoïdes provoqué suite 
à 1 'augmentation de processus pro-oxydant pourrait être supportée pas les multiples 
corrélations significatives retrouvées entre les caroténoïdes et les rétinoïdes (tableau 
D.4). Des corrélations ont en effet été relevées entre les rétinoïdes hépatiques et des 
caroténoïdes non provitamine A, tels que la fucoxanthine et le lycopène (tab leau C.4). 
Ceci peut alors refléter un lien entre l'état du système rédox et les rétinoïdes 
hépatiques considérant le rôle antioxydant de ces deux caroténoïdes de même que des 
relations significatives entre l'u-tocophérol et les rétinoïdes hépatiques pour les 
perchaudes du LSP, et plus particulièrement pour le LSP-S (tableau C.S). 
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Chez les adultes une déplétion en vitamine A pourrait porter atteinte au potentiel 
reproducteur. En effet, A lsop et al. (2008) ont démontré in vivo 1 'importance de la 
vitamine A dans le succès reproducteur chez le poisson zèbre (Da nia rerio ). Suite à 
une diète carencée en rétinoïdes pendant 6 semaines, les poissons ont démontré une 
baisse de production d'œufs (73%) par rapport au groupe témoin, sans que toutefois 
le taux de ferti lisation ne soit affecté. Ceci nous indique un intérêt à mesurer les 
rétinoïdes dans différents organes ou tissus, comme les gonades, afin d'optimiser 
1 ' interprétation des conséquences relatives à une forte diminution. 
De plus, le lien entre les différents biomarqueurs à l 'étude et l'indice de condition de 
Fulton a été investigé par 1 'analyse non paramétrique de Spearman (tableau C.6), et 
ce, en considérant 1' ensemble des échantillons. Selon nos résultats, seulement les 
niveaux plasmatiques en DROH étaientt significativement corrélés avec l'indice de 
condition. Cette relation est en accord avec nos attendes selon 1 'étude de Defo et al., 
(20 12) et celle de Spear et al. (2009), où en milieu contaminé la croissance est 
moindre, et ce, couplé à un amoindrissement des rétinoïdes. Ainsi, selon nos résultats, 
la condüion physiologique affaiblie chez les individus ayant de faible niveaux de 
DROH, témoignent d'un possible déséquilibre métabolique. 
Globalement, cette seconde campagne d 'échantillonnage permet de confirmer le lien 
entre le gradient de perturbation anthropique et les réponses physiologiques et 
biochimiques observées en 2013 , où la condition des perchaudes du LSP semb le 
"affaiblie" . De plus, les constats apportés pour l'état des rétinoïdes chez les juvéniles 
et les adultes en 20 13 tendent à se confirmer en 2014 avec des diminutions hépatiques 
en a-tocophérol, lycopène, DROH et DPAL, ainsi qu 'en DROH plasmatique. 
CONCLUSION 
Bien que plusieurs facteurs soient mis en cause dans 1 ' effondrement de la population 
de perchaude du LSP (e.g. exploitation de la ressource, qualité des masses d'eaux, 
espèces exotiques, hydrologie, etc.) (Magnan et al. , 2008), les apports importants en 
contaminants semblent bel et bien avoir été sous-estimés. Le LSP reçoit des 
décharges imp01tantes en contaminants agricoles comparativement au LSL et au LSF, 
en plus de la pollution résiduelle de la ville de Montréal, des effluents des 
municipalités et des industries riveraines (La Violette, 2004). Plusieurs de ces 
contaminants sont cotmus pour perturber le système rédox (Livingstone, 2001) et le 
métabolisme des rétinoïdes (Boily et al. , 2009 ; Novak et al., 2008), incluant 
plusieurs pesticides. 
La présente étude visait donc à établir un lien entre l'état de santé de la perchaude et 
le gradient de contamination et de pression anthropique le long du fleuve Saint-
Laurent, où le LSP correspond au site le plus perturbé, et ce, sur deux années 
d'échantillonnage consécutives. En se basant sur les paramètres morphométriques et 
sur des biomarqueurs impliqués dans le système rédox (TBARS, a-tocophérol et 
caroténoïdes) et des composés rétinoïdes comme outils diagnostiques, cette étude a 
permis d'apporter des éléments complémentaires aux études réalisées jusqu'à 
maintenant sur l'intégrité écosystémique et sur l'état populationnel des perchaudes du 
fleuve Saint-Laurent. 
Bien que les paramètres morphométriques mesurés soient plus élevés au LSP qu ' au 
LSF et LSL, les perchaudes adultes provenant de ce site sont caractérisées par des 
coefficients de Fulton moindre qu 'aux sites en amont, témoignant d'une condition 
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physiologique affaiblie, comme en font foi les résultats d'analyse des biomarqueurs . 
Dans cette étude nous avions considéré les niveaux de TBARS comme biomarqueurs 
du stress oxydant (peroxydation des lipides) avec l'a-tocophérol et les caroténoïdes 
comme antioxydants non-enzymatiques impliqués dans la protection des lipides. Les 
concentrations en a-tocophérol se sont révélées moindres aux sites les plus impactés 
chez les larves et les adultes de 2013 , ainsi que chez les adultes du LSP de 2014. 
Notre étude a également révélé que chez les perchaudes juvéniles et adultes, le 
lycopène pourrait jouer un rôle majeur comme antioxydant, et ce, tant en 2013 qu 'en 
2014. De façon analogue à l'a-tocophérol , les perchaudes juvéniles et adultes du LSP 
ont présenté de plus faibles valeurs en lycopène. Ces résultats suggèrent une 
mobilisation de l'a-tocophérol et du lycopène pouvant témoigner d ' tme augmentation 
du potentiel pro-oxydant chez les perchaudes du LSP. Toutefois, hormis chez les 
adultes capturés en 2013, les analyses de TBARS vont à l'encontre du gradient de 
pression anthropique, où la peroxydation des lipides s'avérait plus faible au LSP. Ces 
résultats nous indiquent en premier lieu, qu'il faut n01maliser des valeurs de TBARS 
avec la mesure des triglycérides (Jentzsch et al., 1996). Dans le futur, 1 'analyse 
complémentaire des antioxydants enzymatiques permettra une meilleure évaluation 
de l'état du système rédox. De plus, nous avons noté de faibles concentrations de 
caroténoïdes dans le foie des perchaudes, et ce, pour tous les sites. Ce stock 
«amoindri » par rapport à d'autres espèces (comme la barbotte par exemple) peut être 
dû i) à un stockage extra-hépatique plus important dans d'autres organes (e.g. rein, 
tissu adipeux, etc.) et ii) à une diète plus pauvre en caroténoïdes. Les rétinoïdes se 
sont avérés des biomarqueurs de prédilection dans cette étude. En 2013 , pour les trois 
stades de développement (larves, juvéniles et adultes) , non seulement avons-nous 
observé un amoindrissement des esters hépatiques suggérant une mobilisation de la 
réserve, mais également chez les adultes de 2014, dont ce constat s'accompagne d 'une 
diminution du déhydrorétinol circulant et hépatique, suggérant alors une 
augmentation du catabo lisme des rétinoïdes chez le perchaudes du LSP. Afin de 
pouvoir statuer sur les mécanismes impliqués, des analyses complémentaires devront 
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être effectuées sur les enzymes impliqués dans la converswn « esters B 
ROH/DROH » (LRAT etHER) ainsi que sur la protéine de transport RBP. 
Dans les études environnementales, beaucoup de facteurs peuvent moduler les 
réponses physiologiques, tels que les caractéristiques physicochimiques, la structure 
et la dynamique écosystémique du milieu. Bien que notre design expérimental mette 
de l'avant certains facteurs , comme la contamination de l'eau, il reste que des études 
in vivo en milieu contrôlé et in vitro spécifique à certaines conditions observées au 
LSP, permettraient de complémenter les résultats obtenus in situ. Par exemple, par 
l'étude des effets d'extraits d ' eau provenant du LSP, de certains contaminants ciblés 
ou de carences alimentaires, en microsomes, en cultures cellulaires ou chez des 
poissons captifs, il serait possible de spécifier les mécanismes impliqués dans les 
perturbations observées dans celle-ci. De plus, l' étude des larves et des juvéniles 
apporte son lot d'imprécisions . En effet, la croissance rapide de ces jeunes individus 
fait en sorte que les composantes physiologiques sont moins stables et que les 
contaminants présents dans l'organisme se diluent en fonction de l'accroissement des 
tissus, modulant ainsi les effets . 
Dans une perspective de recherches futures , l'utilisation d 'analyses statistiques 
multivariées permettant une intégration de plusieurs facteurs permettrait d'établir des 
relations plus étroites entre les paramètres physiologiques et biochimiques mesurés. 
En effet, certaines méthodes analytiques utilisés dans d'autres domaines de la 
biologie ( e.g. écologie) optimisent 1' interrelation des varaiables tout en minimisant 
l'erreur de type 1 susceptible de générer des modèles faussement significatifs 
(Motulsky, 2013). Par exemple, les équations structurelles (SEM, structurel equation 
modeling) pe1mettraient, par le biais de réseaux conceptuels, d'établir les relations 
directes et indirectes existant entre les paramètres et les biomarqueurs, et ce même 
pour des données issues d'études de terrain (McGarigal et al., 2000). 
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Malgré les éléments considérés « lirnitants », cette étude a permis d'établir un lien 
entre un gradient de perturbation anthropique et les « réponses» physiologiques et 
biochimiques pour les deux années d'échantillonnage consécutives. Ces réponses ont 
été plus marquantes au LSP dont 1' intégrité est fortement compromise par la 
contamination chimique et l'activité humaine. Les perchaudes de ce site se 
distinguent, entre autres, par un coefficient de condition affaiblie, un potentiel pro-
oxydant, et une altération des rétinoïdes. L'ensemble des résu ltats fait la 
démonstration de la vulnérabilité de la perchaude au LSP et 1' intérêt de poursuivre 
1' étude de cette espèce avec les bio marqueurs du stress oxydant et des rétinoïdes. De 
plus, il serait plus que pertinent, considérant le caractère lipidique des biomarqueurs à 
l 'étude, d ' évaluer le métabolisme des lipides et explorer des composantes faisant 
partie du métabolisme énergétique de la perchaude. 
ANNEXE A 
TRANSFERT DE MÉTHODES: QUANTIFICATION DES CAROTÉNOÏDES, 
DES RÉTINOÏDES ET DE L 'A-TOCOPHÉROL PAR CHROMATOGRAPHIE À 
ULTRAHAUTE PERFORMANCE (CLUHP) 
A.1 Introduction 
Dans le cadre du projet de recherche « Développement d'outils diagnostiques 
(biomarqueurs) pour les poissons exposés aux pesticides » en lien avec la 
problématique de la perchaude au lac Saint-Pierre, il était attendu que la méthode 
permettant de quantifier les caroténoïdes, les rétinoïdes 'et la vitamine E (a-
tocophérol) dans le foie par chromatographie liquide à haute performance (CLHP) 
soit adaptée à une méthode CLUHP, un système reconnu pour sa rapidité, sa 
sensibilité et sa haute résolution (Granado-Lorencio et al., 2010). Les méthodes 
antérieurement basées sur Spear et Moon (1986) pour les rétinoïdes hépatiques, et sur 
Hedrei Helmer et al. (2014) pour les caroténoïdes hépatiques ont été revues. De 
même, pour les rétinoïdes plasmatiques, nous avons adapté la méthode de Bérubé et 
al. (2005) en se basant sur celle de Gauthier et al. (en rédaction). 
Les détails concernant Je système CLUHP utilisé sont présentés à la section 2.4.1, 
ainsi que pour les méthodes de quantification des caroténoïdes, des rétinoïdes et de 
1 'a-tocophérol hépatique et plasmatique. Pour chacune des matrices biologiques à 
l'étude, la caractérisation des analytes et la stabilité des extraits dans le temps ont été 
vérifiées chez la barbotte (Ameiurus nebulosus) et la percbaude (Perca jlavescens). 
En effet, ayant une grande disponibilité de tissus et de plasma de barbottes au 
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laboratoire, récupéré de précédents projets, le transfert de méthode a été effectué avec 
la barbotte afin d 'établir les conditions initiales des analyses au CLUHP, puis elles 
ont été confinnées avec le surplus d 'échantillons (limité) de perchaude de 2013 . 
A.2 Caractérisation : temps de rétention et courbes standard 
Pour chaque analyte, les temps de rétention (min) ont été identifiés. Des 
chromatogrammes typiquement retrouvés pour le plasma de perchaude et pour le foie 
de barbotte sont présentés à la figure A. l et à la figure A.2 respectivement. Les 
courbes standard ont été générées (aires sous la courbe, mAUC, milli area under the 
curve) par rapport à une quantité (ng) extraite du foie et du plasma (tableau A.l). 
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Figure A.2: Chromatogrammes réa lisés sur le C LUHP à part ir du fo ie de barbotte. (A) Rétinoïdes: 1-
déhydrorétinol , 2-rét ino l, 3-déhydropalmitate de rétinol, 4-palm ita te de rétinol). (8) Caroténoïdes : 5-
fucoxanthine, 6- dia toxanthine, 7-zéaxa nth ine et lutéi ne, 8-a -cryptoxanthine, 9 -~ -cryptoxanth i ne , 10-
lycopène, Il- a -carotène , 12- ~-ca rotène . (C) Alpha-tocophérol: 13- a -tocophéro l). 
T
ab
le
au
 A
.t:
 P
a
ra
m
èt
re
s 
d'
id
e
n
tif
ic
at
io
n 
e
t d
e 
ca
ra
c
té
ris
a
tio
n 
de
s 
ca
ro
té
n
o
ïd
es
,
 
ré
tin
o
ïd
es
 e
t 
a-
to
co
ph
ér
ol
 m
es
u
ré
s 
da
n
s 
le
 f
oi
e 
e
t 
le
 p
la
s
m
a 
de
 p
er
c
ha
u
de
 p
ar
 C
LU
H
P.
 
Ti
ss
u
 
A
na
ly
te
s 
T
R
 
D
ét
ec
tio
n 
Co
u
rb
e 
St
an
da
rd
 
R
1 
Fo
ie 
dé
hy
dr
or
ét
in
ol
 
1,8
 
35
01
39
0 
(vo
ir 
ré
tin
ol
) 
ré
tin
o
l 
2,
3 
32
5/
39
0 
a
ire
(m
A
U
C)
 = 
(9
,
 17
 x
 Q
té(
ng
)) 
+
 5
,
38
 
0,
99
20
 
dé
hy
dr
o
pa
lm
ita
te
 
13
,3 
35
0/
39
0 
(vo
ir 
pa
lm
ita
te
) 
pa
lm
ita
te
 
14
,
4 
32
5/
39
0 
a
ire
(m
AU
) =
 
(1
2,7
0 x
 Q
té(
ng
)) 
+
 8
,
21
 
0,
99
93
 
fu
co
xa
n
th
in
e 
2,
1 
44
5/
55
0 
ai
re
(m
AU
) =
 
(2
2,1
6 x
 Q
té(
ng
)) 
+
 1
,
07
 
0,
99
86
 
di
at
ox
a
n
th
in
e 
4,
8 
44
5/
55
0 
a
ire
( m
A
U
)=
 (3
0, 
15
 x
 Q
té(
n
g))
-
4,
90
 
0,
99
93
 
z
éa
xa
n
th
in
e 
5,
2 
44
5/
55
0 
a
ire
( m
A
U
)=
 (2
6,0
 1 
x
 Q
té(
ng
))
-
0,
92
 
0,
99
93
 
lu
té
in
e 
5,
3 
44
5/
55
0 
a
ire
( m
A
U
)=
 (2
8,
29
 x
 Q
té
(n
g))
-
0,
26
 
0,
99
95
 
a
-
cr
yp
to
xa
n
th
in
e 
10
,4
 
44
5/
55
0 
a
ire
(m
AU
) =
 
(2
7,2
5 
x
 Q
té(
ng
))
-
0,
29
 
0,
99
95
 
~-
cr
yp
to
xa
nt
h i
ne
 
10
,
6 
44
5/
55
0 
a
ire
(m
AU
) =
 
(29
,33
 x
 Q
té
(n
g))
-
0,
07
 
0,
99
98
 
ly
co
pè
ne
 
13
,
7 
44
5/
55
0 
a
ire
(m
A
U
) =
 
( 1
6,
19
 x
 Q
té(
ng
))
-
3,
24
 
0,
99
93
 
a
-
ca
ro
tè
ne
 
15
,3
 
44
5/
55
0 
a
ire
(m
A
U
) =
 
(3
0,9
6 
x
 Q
té(
ng
))
-
1,
85
 
0,
99
96
 
~-
ca
ro
tè
ne
 
15
,
8 
44
5/
55
0 
ai
re
(m
AU
) =
 
(3
4,5
4 
x
 Q
té(
ng
))
-
0,
36
 
0,
99
97
 
a-
to
co
ph
ér
ol
 
9,
9 
29
21
39
0 
ai
re
(m
AU
) =
 
(34
,4
4 
x
 Q
té(
ng
))
-
27
,
89
 
0,
99
96
 
Pl
as
m
a 
dé
hy
dr
or
ét
in
o
l 
6,
8 
35
0/
-
a
ire
( m
A
U
)=
 (1
2,4
6 x
 Q
té(
ng
))
-
1,6
6 
0,
99
98
 
13
-c
is 
ac
id
e 
ré
tin
o
ïq
ue
 
7,
2 
35
0/
-
a
ire
( m
A
U
)=
 (1
3,
23
 x
 Q
té(
ng
)) 
+
 1
,
54
 
0,
99
97
 
9-
ci
s 
ac
id
e 
ré
tin
o
ïq
ue
 
7,
4 
35
0/
-
(vo
ir 
13
-c
is 
a
c
id
e 
ré
tin
o
ïq
ue
) 
al
i-t
ra
n
s 
ac
id
e 
ré
tin
oï
qu
e 
7,
6 
35
0/
-
a
ire
( m
A
U
)=
 ( 1
4,
59
 x
 Q
té(
ng
)) 
+
 9
,5
6 
0,
99
49
 
ré
tin
ol
 
7,
6 
32
5/
-
(vo
ir
 a
li-
tr
an
s 
a
c
id
e 
ré
tin
o
ïq
ue
) 
ré
tin
al
dé
hy
de
 
8,
6 
38
0/
-
a
ire
(m
A
U
) =
 
( 1
6,
30
 x
 Q
té
(n
g))
 +
 1
 ,6
7 
0,
98
93
 
-
I n
di
qu
e 
qu
'au
cu
ne
 m
e
su
re
 n
'a
 é
té
 ra
pp
or
té
. 
D
é t
ec
tio
n 
(/..
.),D
éte
cti
o
n
 (n
m)
/R
ef
 (n
m)
. 
T
R
 in
di
qu
e 
le 
te
m
ps
 d
e 
ré
te
n
tio
n 
en
 m
in
ut
es
.
 
107 
L'identification des analytes dans le foie de porsson s'est avérée relativement 
adéquate, sauf pour les isoformes (a et p) de la cryptoxanthine et du carotène. En 
effet, chez la perchaude, l'identification spécifique des isoformes n'est pas clairement 
définie. Pour cette raison, il était plus adéquat de regrouper les deux isomères (a et p) 
pour rappo1ier une valeur totale pour les cryptoxanthines et les carotènes. De plus, la 
co-élution de la zéaxanthine avec la lutéine nous a obligés à former le groupe « autres 
xanthophylles ». Pour le plasma de poisson, les mAUC des formes 9-cis-AR et 13-
cis-AR ont été groupés, car pour certains échantillons, il était difficile de les intégrer 
de manière individuelle et bien distincte. De plus, 1' AR tout-trans et le rétinol (ROH) 
co-éluent, obligeant alors à former un groupe« autres rétinoïdes ». En fait, il ne s'agit 
pas d ' une réelle co-élution au même sens que celle observée pour la zéaxanthine et 
lutéine pour les caroténoïdes hépatiques, où les 2 standards sortent en même temps . 
Dans le cas du AR tout-trans et ROH, lorsque les 2 standards sont injectés en 
concentration équivalente, on obtient un pic à 2 têtes ou avec épaulement. Le 
problème se situe au niveau de la matrice biologique, où lorsque l'on injecte l'extrait, 
nous obtenons seulement 1 pic qui devient très laborieux d'identifier précisément s'il 
s ' agit du AR tout-trans ou du ROH tout-trans . Ultérieurement, il sera pertinent de 
raffiner la méthode de détection afin d'optimiser la séparation des formes cis-AR, 
ainsi que des séparer la forme tout-trans AR du tout-trans ROH. 
A.3 Stabilité des analytes dans le temps 
En 2013 , les analyses ont toujours été effectuées pour des extraits fraîchement 
préparés et injectées immédiatement dans le système CLHP, alors qu'avec le système 
CLUHP, muni d'un injecteur automatique (« auto-sampler »), plusieurs échantillons 
peuvent être préparés à l'avance. 11 fallait toutefois vérifier la stabilité des analytes en 
fonction du temps. Pour ce faire nous avons procédé à 4 à 6 injections consécutives 
d'un même extrait (foie ou de plasma de barbotte) et nous avons comparé les mAUC 
en relation avec le temps. Les résultats obtenus sont présentés au tableau A .2. 
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Globalement, les composés ont démontré une stabilité adéquate dans le temps, mais 
pour limiter la dégradation des échantillons, nous avons limité les injections à 4 pour 
les analyses de foie et à 2 pom celles du plasma. 
A.4 Conclusion et perspectives 
L'adaptation au CLUHP comporte de nombreux avantages. Dans un premier temps, 
pour un seul système les caroténoïdes, rétinoïdes et l'a-tocphérol peuvent être 
simultanément détectés et quantifiés . De plus, le temps d'analyse pour une injection a 
diminué de 12 minutes pour la méthode du foie passant de 35 min à 23 min, alors que 
pour celle du plasma on est resté au même temps, soit 25 min l'analyse, mais 
l'adaptation pourrait ultérieurement facilement être diminuée à 18 min. L'auto-
injectem permet d'optimiser le temps consacré aux analyses optimisant ainsi le 
rendement. Le détecteur DAD (diode array detection) permet une quantification 
optimisée par l'utilisation de plusieurs longueurs d'onde (À) pour une même 
injection, ce que nous n'avions pas dans le système de chromatographie utilisé en 
2013 . Cela nous permet ainsi de cibler des longueurs d'onde spécifiques aux analytes 
d'intérêt, tel qu 'utilisé dans la méthode pour les rétinoïdes plasmatiques, où 3 
longueurs d'onde ont pu être utilisées en parallèle, soit 325 nm pour le rétinol, 350 
nm pour le déhydrorétinol et les acides rétinoïques, ainsi qu'à 380 nm pour le 
rétinaldéhyde. En conclusion, les objectifs fixés pom adapter les méthodes 
d'extraction, de détection et de quantification des caroténoïdes, rétinoïdes et de l'a-
tocopbérol ont été atteints. Toutefois, plusieurs éléments restent à confirmer, dont les 
co-élutions pour certains composés . Plusieurs possibilités peuvent permettre une 
meilleure séparation, telle que l'utilisation d'une colonne analytique de type Poroshell 
120 EC-C18 (Agilent Technologies, Toronto, ON, Canada) dont cette une nouvelle 
technologie de colonne au «cœur plein » permet d'optimiser la séparation des 
composés sans augmenter la pression (Agilent Technologies, 2011) . Néanmoins, il 
reste encore beaucoup de mise au point à faire au niveau des phases mobiles utilisées 
et de l'efficacité des méthodes d'extractions . 

ANNEXEB 
ADAPTATION DE MÉTHODE: DOSAGE DES SUBSTANCES RÉAGISSANTS 
À L'ACIDE THIOBARBITURJQUE (TBARS) EN MICROPLAQUE 
B.l Introduction 
Dans le cadre du projet de recherche « Développement d'outils diagnostiques 
(biomarqueurs) pour les poissons exposés aux pesticides » en lien avec la 
problématique de la perchaude (Perca flavescens) au LSP la méthode d'évaluation de 
la peroxydation des lipides (TBARS) a été adaptée en microplaque. La méthode 
décrite par Hedrei Helmer et al. (20 14) mise au point dans notre laboratoire a 
largement été utilisée pour divers organismes, notamment l'abeille domestique (Apis 
mellifera) , le ouaouaron (Lithobates catesbeianus), la barbette (Ameiurus nebulosus), 
la percbaude (Percas jlavescens), et, depuis peu, pour les larves de perchaudes. À 
partir de cette méthode et avec la méthode de Came jo et al. ( 1998), une autre 
méthode a été mise au point permettant de minimiser le volume d'homogénat à 
utiliser et conséquemment optimiser le tissu prélevé. 
Les détails relatifs à la méthode d'évaluation de la peroxydation des lipides mise au 
point pour des homogénats de tissu (muscle ou foie) de poisson sont présentés à la 
section 2.4.2. La caractérisation de la méthode de dosage des TBARS en 
microplaque, le pourcentage de récupération, ainsi que la comparaison des résultats 
obtenus avec la méthode adaptée versus ceux obtenus avec la méthode antérieure ont 
été vérifiées pour la barbette et la perchaude. 
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B.2 Caractérisation de la méthode de dosage des TBARS en microplaque 
La caractérisation de la relation entre l'absorbance (D.O) et la quantité de TBARS par 
puits s'est avérée particulièrement stable d'une analyse à l'autre avec une fo1ie 
linéarité (R2 ~ 0.99) (tableau B.1). La relation et toutefois assujettie à des facteurs 
d'influences, tels qu'une légère variation du temps d'incubation ou d'une variation de 
la température lors de l'incubation considérant l'incertitude relative à la plaque 
chauffante utilisée. Le coefficient de variation de 24,1% pour la constante (ordonnée 
à l'origine) et de 12,3% pour la pente témoignent de ces influences (tableau B.1). 
Ultérieurement, il sera possible d'utiliser un four à convection, tel que suggéré par 
Camejo et al. (1998) pour stabiliser la température. Il restera toutefois indispensable 
d'effectuer une courbe standard pour chacune des plaques. 
Tableau B.l: Paramètres de règression spécifiques à la courbe standard de TTMP pour la méthode de 
dosage TBARS en microplaque. 
Constante (b) Pente (rn) 
Courbe #1 0,0125 0,379 
Courbe #2 0,0204 0,468 
Courbe #3 0,0122 0,347 
Courbe#4 0,0126 0,37 1 
Courbe #5 0,0140 0,3 63 
Moyenne 0,0143 ± 0,003 0,386 ± 0,048 
Y Mesure de l'absorbance à 530 mn corrigée par celle obtenue à 650 nm (D.O corrigée). 
X Quantité de TTMP (tétraméthoxypropane) en nmole par ptûts . 
B.3 Pourcentage de récupération 
0,99976 
0,99995 
0,99985 
0,99900 
0,99942 
0,9996 ± 0,0004 
La figure B.1 présente les pourcentages de récupération associés aux différentes 
étape de la méthode. Nous avons donc effectué différentes versions du protocole 
suggéré dans la section méthodologie (section 2.4.2). Le dosage des TBARS a été 
parallèlement effectué selon la méthode brute décrite par Camejo et al. (1998), suivi 
de celle supplémentée d'une étape de pré-centrifugation à 4 000 x g, et en incluant 
l'étape de purification décrite par Peterson (1977) . Le pourcentage de récupération 
( 1 00,05%), ainsi que la linéarité (R2 = 0,9998) de la méthode hybride mise au point se 
sont avérés excellents pour l'analyse des TBARS dans le muscle de perchaude (figure 
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B. l ). La méthode brute proposée par Came jo et al. (1998) a donnée de moins bons 
résultats à ce niveau (figure 8 .1). La linéarité s'est avérée passable (R2 = 0,9767) et le 
pourcentage de récupération était relativement faible (75,0%). Seulement avec l'ajout 
d'une pré-centrifugation à 4000 x g, il y a une petite amélioration de la linéarité (R2 = 
0,9799), mai s un meilleur pourcentage de récupération (97,1 %) (figure B.l). Il est 
toutefois probable que ces améliorations soient attribuables à la diminution de la 
turbidité. Il semble que la turbidité interfère lors de la lecture d'absorbance. 
ê ~o ~-----------------------------------------------~~~~-------
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Figure B.l: Représentation graphique du pourcentage de récupération associé aux différentes étapes 
de la méthode de dosage des TBARS en microplaque dans le muscle de perchaude. Dosage des 
TBARS effectué (orange) avec la méthode décrite dans Camejo et al. (1998); (vert) additionnée d'une 
pré-centrifugation de 4000 x g de l'homogénat; (jaune) additionnée d'une pré-centrifugation de 4 000 x 
g et d'une puri fi cation basée sur Peterson ( 1977). La courbe étalon de TTMP est représentée en bleu. 
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Lorsque l'homogénat est directement utilisé pour doser les TBARS, tel que proposé 
par Camejo et al. (1998), la turbidité de l'échantillon est particulièrement élevée par 
rapport au standard de TTMP (figure B.2-A). Avec la pré-centrifugation, permettant 
de précipiter les débris tissulaires, on observe une diminution de la turbidité, et 
parallèlement une atténuation de son effet sur la mesure de la réaction TBARS-
2TBA. Avec une étape de purification telle que décrite par Peterson (1977), la 
turbidité obtenue est semblable à celle retrouvée pour la courbe standard de TTMP 
(figure B.2-B). De plus, l'utilisation de tels éléments méthodologiques devient 
d'autant plus pertinente lorsque l'évaluation des TBARS s'effectue pour les tissus 
hépatiques ayant déjà une coloration rougeâtre et donc une absorbance basale plus 
grande que le blanc et le standard à 530 nm. 
B.4 Comparaison avec la méthode antérieure et avec la littérature 
La figure B.3 présente les résultats de TBARS mesurés dans le muscle de perchaude, 
ainsi que dans le foie de barbotte selon différentes normalisations retrouvées dans la 
littérature, soit par g de tissu (figure B.3-A) et par mg de protéines (figure B.3-B), et 
ce, dépendamment de la méthode de dosage. Dans le muscle, on n'observe aucune 
différence significative entre la méthode adaptée et celle précédemment utilisée, et ce, 
tant avec la normalisation par g de tissu ( 1 t 1 = 0,377; p = 0,712) que par mg de 
protéine ( 1 t 1 = 0,503; p = 0,623). Alors que dans le cas du foie, pour un même 
homogénat on obtient une différence significative, et ce, tant avec la normalisation 
par g de tissu hépatique ( 1 t 1 = 13,42; p s; 0,001) que par mg de protéine ( 1 t 1 
12,82; p s; 0,001). 
On observe que la méthode en microplaque est comparable à ce qui est retrouvé dans 
la littérature en termes de TBARS par g de tissu, alors que celle d'Hedrei Helmer l'est 
davantage en termes de TBARS rapporté par mg de protéine (voir tableau B.2). 
Comme la plupart de nos paramètres sont rapportés par g de tissu, la méthode en 
microplaque s'avère appropriée. 
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Figure 8.2: Mesure de la turbidité assoctee aux différentes étapes de la méthode de dosage des 
TSARS en micropaque dans un échantillon de muscle de perchaude. Dosage des TSARS effectué 
(orange) selon la méthode décrite dans Camejo et al. (1998); (vert) additiotmée d'une pré-
centrifugation de 4000 x g de l'homogénat; (j aune) additionnée d'une pré-centrifugation de 4 000 x g 
et d'une purification basée sur Peterson (1977). La courbe étalon de TTMP est représentée en bl eu. 
Pour (A) 1 'ensembl e des essa is avec le standard et (B) entre l' adaptation finale et le standard 
uniquement. 
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A) 
20 13,4 ± 5,0 
12,6 ± 3.6 
Muscle 
15,3 ± 3,7 
Foie 
Échantillons de poisson 
7,2 ± 1.1 
Muscle Foie 
Échantillons de poisson 
Figure B.3: Éva luation de la peroxydati on des lipides par dosage des TBARS dans le muscle de 
perchaude et le foi e de barbotte selon la méthode en mi croplaque adaptée de Came jo et al. ( 1998) 
(hi stogrammes clairs) versus celle d'écrite par Hedrei Helmer et al. (20 15) (hi stogrammes hachurés) . 
Mesure des TBARS rapporté par (A) g de ti ssu et par (B) mg de proté ine. Les niveaux en TBARS ont 
été comparés entre les méthodes de dosage par test "t" de Student (a = 0,05). 
Tableau 8 .2 : Peroxydation des lipides publiée pour différents tissus et différentes espèces de poissons. 
Espèces 
Loquene d'Europe (Zoarces viviparus) 
Meunier noir (Catostomus commersoni) 
Turbot (Scophthalmus maximus) 
Flétan (Hippoglossus hippoglossus) 
Daurade royale (Spams aurata) 
Tissu iveaux LPO 
Foie - 20-100 nmoVg tissu 
Foie 223-272 nmol/g tissu 
Gonade - 25 nmoVg tissu 
Fo ie - 0,2 1-0,35 mg/mg protéines 
Foie -0,49-6,47 mg/mg proté ines 
Foie - 1,0 1- 1,56 mg/mg protéines 
Foie - 0,05-0,20 nmoVmg protéines 
Branch ie - 0, 18-0,35 nmoVmg protéines 
Muscle - 0,0 1-0,10 nmoVmg protéines 
Intest in - 0,0 1-0,22 nmoVmg protéines 
Cerveau - 0,01-0,05 nmoVmg protéines 
B.5 Conclusion et perspectives 
Références (sources) 
Almroth et al. (2005) 
Oakes et Van Der K.raak (2003) 
Tacher et al. (2002) 
Madeira et al. (20 16) 
À partir de la méthode de dosage des TBARS de Camejo et al. (1998) et de celle de 
Hedrei Helmer et al. (2014), il a été possible d'adapter une méthode de dosage des 
TBARS en microplaque de façon à optimiser le nombre d'échantillons (soit doublé) 
par analyse et la quantité d'homogénat nécessaire tout en minimisant l'influence de la 
turbidité sur les résultats. Cette adaptation était tout indiquée pour l'évaluation de la 
peroxydation des lipides des échantillons de tissu (muscle et foie) prélevés chez les 
perchaudes de 2014. 
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Tableau C.6: Corrélations entre l'indice de condition de Fulton (K) et les biomarqueurs 
chez les perchaudes adultes capturées en 2014 dans le fleuve Saint-Laurent. 
Indice de condition Biomarqueurs 
rho p-value 
Fulton (K) TBARS (muscle) -0,029 0,768 
TBARS (foie) 0,05 8 0,599 
a-tocophérol 0,151 0, 126 
Fucoxanthine 
Diatoxanthine 
Lutéine et zéaxantbine 
(a et~) Cryptoxanthines 
Lycopène 
(a et~) Carotènes 
DROH (foie) -0,010 0,922 
DPAH 0,181 0,067 
ROH (foie) -0,01 8 0,871 
PAH 0,014 0,889 
DROH (plasma) 0,449 :<;;0.00 1* 
DROI-t , déhyd rorétinol; OPAL, palmitate de déhydrorétino l; ROH , rétino l; PAL, palm itate de rétino l. 
- Ind ique qu'aucun résultat n 'a pas été rapporté . 
Les corrélations on t été testées pour l' ensemble de l'échantillonnage avec le test non paramétrique du rho 
(p) de Spearman (acorr!> 0,001). 
* Indique une corré lati on significat ive. 
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